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 略号 
 
 
ADPG: ADP-glucose, ADP-グルコース 
AGP: ADP-glucose pyrophosphorylase, ADP-グルコースピロホスホリラーゼ 
BE: branching enzyme, ブランチングエンザイム（分枝導入酵素） 
DBE: debranching enzyme, デブランチングエンザイム（分枝整形酵素） 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四酢酸 
F6P: fructose-6-phosphate, フルクトース-6-リン酸 
GBSS: granule-bound starch synthase, デンプン粒結合性スターチシンターゼ 
GPT: glucose-6-phosphate translocator, グルコース-6-リン酸トランスロケーター 
G1P: glucose-1-phosphate, グルコース-１-リン酸 
G6P: glucose-6-phosphate, グルコース-6-リン酸 
G6PDH: glucose-6-phosphate dehydrogenase, グルコース-6-リン酸脱水素酵素 
NSC: non-structural carbohydrate, 非構造性炭水化物 
PGM: phosphoglucomutase, ホスホグルコムターゼ 
PPFD: photosynthetic photon flux density, 光合成光量子束密度 
R-E-G-W: Ryan-Einot-Gabriel-Welsch の方法 
SS: starch synthase, スターチシンターゼ 
WCS: whole crop silage, 発酵粗飼料 
  
 序章 緒言 
 
 
１．イネにおける収量増加と多用途利用の必要性 
 2014年現在の世界人口は 70億人を超えており、その数は今後益々増加していくと見積もられて
いる（United Nations, 2013）。一方で農用地面積は1990年代頃から頭打ち状態となり（FAO, 2014）、
砂漠化の進行や塩害などによる既存の耕地の荒廃を考慮に入れると、今後は増大どころか減少し
ていく可能性すらある。加えて、昨今の地球環境は温暖化や気候変動の激化が問題視されており、
安定的に食料を生産することはこれまで以上に難しくなってきている。したがって今後増加していく
世界人類を養って行くためには、作物の単位面積あたりの生産力を安定的に増大させることが必
要不可欠である。しかしながら、収穫指数の増大と化学肥料の大量投入によってもたらされた作物
の収量増大は頭打ち状態となっており、新たな視点からの作物の生産能力の増大が求められてい
る。なかでもイネは 2012年の世界の年間生産量は 7億 2千万 tに上り、トウモロコシの 8億 7千万
tに次ぐ世界で二番目に作られている穀物である（FAO, 2014）。そのため、イネの収量増大は世界
規模の食料危機を救う手段となり得ると言える。 
一方我が国では、耕作放棄地の増大と食料自給率の低下が問題視されている。このことは、上
述のような世界規模の食料危機下において、自国の耕作適地を有効に使わずに他国から食料を
輸入するという望ましくない事態に陥っていることを意味している。したがって水田の有効利用によ
る我が国の自給率の向上は、自国の食料安全保障のみならず、国際倫理の観点からも非常に重
要で逼迫した課題だと言える。しかしながら米飯用としての米の消費量は減少を続ける一方であり
（農林水産省, 2014a）、また水田転作畑におけるダイズ（Glycine max）等の畑作物の栽培において
は、湿害や連作障害などが問題となる。そこで政府は、飼料米や発酵粗飼料（whole crop silage, 
WCS）、米粉など多用途利用によるイネの需要拡大を推進している（農林水産省, 2009）。さらに近
年では、サトウキビ（Saccharum spp.）やトウモロコシを用いたバイオエタノールの商業的生産が行
 われていることを鑑みると、耕作放棄地を利用したバイオエタノール用のイネの生産をも視野に入
れることができる。 
 
2．イネの茎葉部における糖・デンプン代謝 
多くのイネ科植物の茎部には、非構造性炭水化物（non-structural carbohydrate, NSC）が蓄積す
る。その形態はトウモロコシではショ糖、コムギ（Triticum aestivum）ではフラクタンなど多岐にわたっ
ているが、これらは生育段階や環境条件の変化に対応し、適切なシンク・ソースバランスを維持す
るための予備的な炭素蓄積として機能していると考えられている（Slewinski, 2012）。イネにおいて
NSC は、主にデンプンの形で出穂前に茎部（稈および葉鞘）に蓄積されるが、これは出穂後に穂
に転流し、収量の向上に一定の貢献をすることが知られている（Yoshida, 1972）。特にその貢献度
は寡照や低窒素などの不良条件下で高まるとされていることから、イネの茎部における NSC の出
穂前蓄積は、収量の増加や安定化に大きく関わっていると考えられている。 
一方、前節で述べたようにイネをWCSとして利用する際には茎部NSCの質や量は飼料としての
品質を大きく左右する因子となる。服部ら（1993）は、イネを含めた様々な牧草をサイレージ発酵さ
せ、その品質を比較した。その結果、イネの茎部は乳酸発酵の基質となる可溶性糖濃度が低いた
め、酪酸が蓄積し、発酵品質が低かった。しかし、可溶性糖類の添加により品質が改善されたこと
から、茎部の糖濃度が高いイネ品種では、良質な WCS を得ることが可能だと推察できる。同様に
稲わらからバイオエタノールを生産する際も、茎部の NSC 濃度が高い方が望ましいとする報告もさ
れている（Park et al., 2009）。またバイオエタノール生産の際に、糖を原料とした方がリグノセルロー
スやデンプンを原料とするよりも費用が安くすむことから（Sánchez and Cardona, 2008; de Souza et 
al., 2014）、サトウキビやソルガム（Sorghum bicolor）のように糖を高濃度で蓄積する作物がバイオエ
タノール生産にはより適していると考えられる。そのため、稲わらをバイオエタノール原料として商
業的に利用するためには、茎部に NSC、特に糖を大量に蓄積する品種の作出が有効だと言える。 
 またイネでは、上述の茎部に加え、葉身にもデンプンを蓄積する。多くの植物は日中の光合成
により固定した炭素の一部をデンプンとして葉などの光合成器官に蓄積し、これを夜間に分解する
ことで呼吸や成長に必要な炭素源として利用していると考えられている（Stitt and Zeeman, 2012）。
しかし、コムギ、オオムギ（Hordeum vulgare）、エンバク（Avena sativa）などの作物は、デンプンより
もショ糖を多く葉に貯めることが古くから知られており（Stitt et al., 1987）、これらの葉はデンプンを多
く蓄積する「デンプン葉」に対して「糖葉」と呼ばれ、イネの葉も糖葉に含まれる。これまで、葉にお
けるデンプン蓄積に関する知見の多くは、デンプン葉を持つシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）
を用いた研究を中心に得られてきた（Stitt and Zeeman, 2012）。しかしながら、デンプン分解にかか
わる酵素の一つである α-glucan water dikinase (GWD)をコードする遺伝子の欠損により、葉にデン
プンが過剰に蓄積する変異体に関する報告によると、デンプン葉を持つシロイヌナズナやミヤコグ
サ（Lotus japonicus）では生育が著しく遅延する一方で（Caspar et al., 1991; Vriet et al., 2010）、糖
葉を持つイネでは栄養成長にはほとんど影響がなく（Hirose et al., 2013）、これらのことからデンプ
ン葉と糖葉ではデンプン蓄積の生理的意義が異なることが示唆されている。デンプンの合成経路
は光合成のカルビン-ベンソン回路のすぐ下流に位置するため、植物の光合成能力（ソース能）と
密接に関わっている可能性が考えられ、イネの葉におけるデンプン蓄積の生理的意義の解明はソ
ース能の増大による収量の増加に繋がるものと期待される。 
以上からイネの茎葉部における糖・デンプン代謝の制御機構や生理的意義の解明は、イネの収
量増加や、WCS やバイオエタノール用品種の作出に資する知見が得られるものと期待される。し
かし、その研究は子実（胚乳）比べて少なく、特に分子レベルの研究はほとんど行われていない。 
 
3. 茎葉部で発現する AGP遺伝子 
糖・デンプン代謝に関する酵素の多くは、同一種内で複数の遺伝子にコードされており、それぞ
れの遺伝子が異なる生育ステージや組織で発現することで生理的に分業を行っている（Kötting et 
 al., 2010）。そのため、この多重遺伝子ファミリーの発現特性や各遺伝子の生理的な役割を明らか
にすることは、糖・デンプン代謝の分子機構を理解する上で必須である。 
デンプン合成経路の鍵酵素として知られている ADP グルコースピロホスホリラーゼ(ADP-glucose 
pyrophosphorylase, AGP）も、こういった多重遺伝子ファミリーを構築している酵素の一つである
（Tetlow et al., 2004）。AGPは α1-4グルカン合成の基質である ADP-グルコースを合成する酵素で
あり（図A）、大サブユニットと小サブユニットがそれぞれ 2つずつからなるヘテロ 4量体として働くと
考えられている。イネゲノムには、大サブユニットが 4 つ（OsAGPL1～4）、小サブユニッが 2 つ
（OsAGPS1～2）の遺伝子にコードされており（なお OsAGPS2 からは OsAGPS2a と 2b の二種類の
mRNA が転写される）、それぞれの遺伝子はその発現特性から胚乳型と栄養器官型に大きく分け
ることができる（図 B、Akihiro et al., 2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）。また胚乳型である
OsAGPS2bとOsAGPL2がコードするサブユニットタンパク質は細胞質に局在し、残りの栄養器官型
AGP 遺伝子がコードするタンパク質は葉緑体に局在することが明らかになっており、酵素タンパク
質の細胞内局在性においても胚乳型と栄養器官型で顕著に異なる（Lee et al., 2007）。これまでこ
れらの遺伝子の欠損変異体を用いた解析から各器官におけるアイソジーンの重要性が明らかにさ
れている。例えば、栄養器官型であるOsAGPL1の欠損変異体では、胚のデンプン量と稈のデンプ
ン濃度が低下するが、葉身のデンプン濃度は野生型と変わらず、胚乳の AGP 活性も変わらないこ
とが報告されている（Cook et al., 2012）。同じく栄養器官型であるOsAGPL3の欠損変異体では、葉
身と葉鞘においてデンプン濃度が低下するが、稈のデンプン濃度は変わらず、胚乳のAGP活性も
変わらないことが報告されている（Rösti et al., 2007）。一方で、胚乳型であるOsAGPL2の欠損変異
体では、胚乳のデンプン量が大きく低下するが、葉身のデンプン濃度は低下せず、胚乳型と栄養
器官型両方のサブユニットをコードする OsAGPS2の欠損変異体では、胚乳のデンプン量と葉身の
デンプン濃度の両者が低下する（Kawagoe et al., 2005; Lee et al., 2007）。これらの結果から、
OsAGPL1 と OsAGPL3 の 2 遺伝子がイネの茎葉部におけるデンプン合成に関して特異的で重要
 な役割を担っていると考えられ、この 2 遺伝子の欠損変異体のさらなる解析は、イネの茎葉部の
糖・デンプン蓄積の制御機構やその生理的意義の解明に繋がるものと考えられる。 
 
4. デンプン代謝関連遺伝子変異体と新品種の育種 
 糖・デンプン代謝の遺伝的変異はこれまで、作物の育種の様々な場面で利用されてきた。例え
ば、スイートコーンの育種においては、shurunken2 (sh2)、brittle1 (bt1)、sugary1 (su1)、sugary 
enhancer1 (se1)、といった変異遺伝子が胚乳中の可溶性糖濃度を増加させる遺伝資源として主に
利用されているが（Letrat and Pulam, 2007）、そのうち sh2は AGPの小サブユニットを（Bhave et al., 
1990）、bt1 は ADP-グルコースを細胞質からアミロプラストに輸送する輸送体を（Shannon et al., 
1998）、su1はデンプンの分枝整形酵素であるイソアミラーゼをそれぞれコードする遺伝子が変異し
ている（James et al., 1995）。またイネにおいても su1のオーソログは糖質米「あゆのひかり」の育成
に利用されている（後藤, 2006）。同様に、デンプン合成酵素の一つである Granule-bound starch 
synthase I (GBSSI)をコードする遺伝子が変異した waxy (wx) とデンプンの分枝導入酵素である
Branching enzyme II (BEII)をコードする遺伝子が変異した amylose-extender (ae)の両者を持つ
wa/ae二重変異体イネの胚乳は難消化性デンプンが豊富なため、その摂取により血中脂質代謝の
改善効果が期待され、2014年 2月に「アミロモチ」として品種登録された（中村ら, 2013; 農林水産
省, 2014b）。 
このように胚乳の糖・デンプン代謝に関わる変異遺伝子の利用により、様々な用途に即した新品
種の作出がなされている。したがって茎葉部で発現する OsAGPL1 と OsAGPL3の変異は、茎葉部
の糖・デンプン蓄積特性の変化をもたらし、WCS やバイオエタノール用イネに利用できる可能性を
持っている。そのためOsAGPL1とOsAGPL3の欠損変異体の解析は、イネの多用途利用に向けた
新品種の作出に繋がるものと期待される。 
 
 
 5．本研究の目的と概要 
 このような背景のもと、本研究は世界においては食料危機を解決し、我が国においては耕地利
用率と食料自給率を向上させるために、イネの収量増加と多用途利用による需要の拡大を目指し
て行った。その際、イネの茎葉部における糖・デンプン代謝の重要性に着目し、その蓄積機構と生
理的意義を明らかにすることを目的とした。この目的を達成するため、イネの茎葉部において発現
するデンプン合成関連遺伝子である OsAGPL1 と OsAGPL3 の欠損変異体の解析を以下のような
様々な角度から行った。 
第一章では、OsAGPL1欠損変異体と OsAGPL3欠損変異体の基本的なデンプン蓄積特性と生
育特性を明らかにして、両遺伝子の生理的役割や分業について検討した。第二章では、
OsAGPL1 欠損変異体の NSC 蓄積量と収量性の解析を通して、イネの茎部における NSC 蓄積と
子実の登熟の関連性を検討した。第三章においては、OsAGPL3欠損変異体の収量性と乾物生産
能力の解析を通して、イネの葉身におけるデンプン蓄積の生理的意義について考察した。続く第
四章においては、両変異体に加え、OsAGPL1 と OsAGPL3 の両者を欠損した二重変異体の解析
を行い、イネの茎部におけるデンプン蓄積と草型、特に分げつ角度との関連性を明らかにした。終
章では、総合考察として、イネの茎葉部におけるデンプン蓄積の生産生理的意義を総括するととも
に、茎葉部で働く糖・デンプン代謝関連遺伝子の変異の育種への応用の可能性について言及し
た。 
 
  
図A. デンプン合成経路の概略。ADPG: ADP-glucose, ADP-グ
ルコース、G1P: glucose-1-phosphate, グルコース-１-リン酸、G6P:
glucose-6-phosphate, グルコース -6- リン酸、 F6P: fructose-6-
phosphate, フルクトース-6-リン酸、 BE: branching enzyme, ブラン
チングエンザイム（分枝導入酵素）、DBE: debranching enzyme,
デブランチングエンザイム（分枝整形酵素）、SS: starch synthase,
スターチシンターゼ。(Hirose et al., 2006より一部改変)
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図B. イネのデンプン合成系遺伝子群の組織特異的発現パ
ターン。AGPをコードする遺伝子を枠線で囲った。GPT:
glucose-6-phosphate translocator, グルコース-6-リン酸トラン
スロケーター、GBSS: Granule-bound starch synthase, デン
プン粒結合性スターチシンターゼ。（Hirose et al., 2006より
一部改変）
 第一章 OsAGPL1欠損変異体と OsAGPL3欠損変異体の 
糖・デンプン蓄積特性と生育 
 
 
1-1. 緒言 
 
本章では、イネの茎葉部で働くとされているデンプン合成関連酵素の遺伝子である OsAGPL1 と
OsAGPL3 の生理学的な機能を明らかにするため、Tos17 レトロトランスポゾンの挿入により両遺伝
子がそれぞれ破壊された系統を解析した。 
先行研究により、OsAGPL1 の欠損変異体では、登熟期の胚のデンプン量と出穂前後の稈のデ
ンプン濃度が低下することが明らかになっているが（Cook et al., 2012）、出穂期の葉鞘や幼苗期の
各部位における糖・デンプン蓄積特性は明らかになっていない。また OsAGPL3 の欠損変異体に
関しても、出穂期の止葉の葉身と葉鞘においてデンプン濃度が低下することが明らかになっている
が（Rösti et al., 2007）、デンプンを高蓄積する部位である止葉の 1枚下または2枚下の葉の葉鞘や
幼苗期の各部位における糖・デンプン蓄積特性は明らかになっていない。そこで本研究ではまず
幼苗期の最上位展開葉の葉身と葉鞘、出穂期の止葉葉身、止葉の１枚下の葉の葉鞘、穂首の 1
つ下の節間（稈）、および登熟初期の胚乳の AGP 活性と糖・デンプン濃度を測定し、OsAGPL1 欠
損変異体とOsAGPL3の欠損変異体の糖・デンプン蓄積特性を詳細に検討した。さらに得られた結
果がそれぞれの遺伝子の欠損によるものであることを確認するため、両変異体にそれぞれの野生
型遺伝子を導入した相補系統を作出し、それらの糖・デンプン蓄積特性も調べた。これらの結果を
もとに OsAGPL1 と OsAGPL3 の糖・デンプン代謝における生理的分業について考察した。また両
変異体の草丈や分げつ数などを測定することで、基本的な生育特性を明らかにした。 
  
 1-2. 材料および方法 
 
1-2-1. 供試材料 
  AGP 遺伝子の発現解析では、後述の各変異系統の原品種であるジャポニカイネ品種「日本晴」
（Oryza sativa var. japonica cv. Nipponbare）を用いた。イネ突然変異系統は Tos17レトロトランスポ
ゾンの挿入により OsAGPL1 遺伝子（Os05g0580000）および OsAGPL3 遺伝子（Os03g0735000）が
破壊された原品種「日本晴」の突然変異系統NF3982およびNG7528を用いた。これらの突然変異
系統は独立行政法人農業生物資源研究所が作成した Rice Tos17 Insertion Mutant Database < 
https://tos.nias.affrc.go.jp/ >に由来する（Miyao et al., 2003）。NF3982では OsAGPL1の第 7エキソ
ンへの、NF7528では OsAGPL3の第 4エキソンへの Tos17レトロトランスポゾンの挿入がそれぞれ
確認されている（Rösti et al., 2007; Cook et al., 2012; 図 1-1A）。 
 本研究では各系統の OsAGPL1 または OsAGPL3の変異遺伝子をヘテロに持つ個体の後代のう
ち、野生型ホモの個体の後代を対照系統（WTL1、WTL3）、変異型ホモの個体の後代を突然変異
系統（agpl1、agpl3）として用いた。 
 
1-2-2. 栽培およびサンプリング 
 ポットを用いた試験では、東京大学弥生キャンパス（東京都文京区: 北緯 35.7°東経 139.8°標
高 17.7 m）内にある自然光ガラス室（気温無制御）、光合成光量子束密度（photosynthetic photon 
flux density, PPFD）約 150 μmol m-1s-1の補助光付き閉鎖系温室、または人工気象器（LPH-240SP、
日本医科器械製作所）において栽培した。サンプリングは各部位に分割後すぐに液体窒素で凍結
することで行った。 
 圃場試験では、東京大学大学院農学生命科学研究科附属生態調和農学機構（東京都西東京
市: 北緯 35.4°東経 139.3°標高 58.6m）内の水田圃場にて栽培した。2012年 5月 25日に播種
後約 1か月の苗を栽植密度 22.2 株 m-2 （30×15 cm）、1株 1本植えで移植した。1区画を 2.4×
 2.4m とし、各系統につき 2 反復ずつ設けた。基肥として複合燐加安（N:P2O5:K2O=12:16:18%）を
50 kg/10a施肥した。サンプリングは各部位に分割後すぐにドライアイスで凍結することで行った。 
 
1-2-3. mRNA量の定量 
 mRNA 量はリアルタイム逆転写 PCR 法により定量した。まず乳鉢またはマルチビーズショッカー
（安井器械）を用いて低温条件下で粉砕した試料から Chang et al. (1993)をもとにした方法によりト
ータル RNA を抽出した。すなわち粉砕試料にクロロホルムとイソアミルアルコール混合物（24：1）と
2×CTABバッファー[2%（W/V）CTAB(cetyltrimethylammonium bromide)、0.1M Tris-HCl (pH 9.5)、
20 mM エチレンジアミン四酢酸(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)、1.4M NaCl、1%（ml/ml） 
β-メルカプトエタノール]を 1ml ずつ加え、65℃で 10 分間振盪し、RNA を溶出した。その後、
15000g、5 分、室温で遠心し、上清を回収した。同量のイソプロパノールを加え、転倒混和後
15000g、15分、4 °Cで遠心した。得られた沈殿に、750 μlの 70%エタノールを加え、15000g、5分、
4°Cで遠心した。その後沈殿を風乾し、100 μlの RNase フリー水を加えて粗製トータル RNA を得
た。これを RNeasy Mini Kit （QIAGEN、Nederland）を用いて精製した後、リアルタイム逆転写 PCR
に用いた。 
 リアルタイム逆転写 PCRは SuperScriptIII Platinum SYBR Green Two-Step qRT-PCR Kit with 
ROX （Thermo Fisher Scientific、USA）または TAKARA PrimeScript RT reagent Kit with gDNA 
Eraser（タカラバイオ）および TAKARA SYBR Premix Ex TaqⅡ（タカラバイオ）を用いて、ABI7300 
(Thermo Fisher Scientific)で行った。反応に用いたプライマーの配列は表 1-1に示した。mRNA量
はイネにおいて恒常的に発現することが明らかになっている RUBIQ1 を内部標準遺伝子として用
いて（Wang et al., 2000）、リアルタイム逆転写 PCRによって得られた各遺伝子の Ct値と RUBIQ1
の Ct値の差から、式（1-1）によって算出した。 
 
 
 式（1-1） 相対 mRNA量（RUBIQ1=100）= 2{Ct(U) - Ct(T)}×100   
（Ct(U): RUBIQ1の Ct値、Ct(T): 対象遺伝子の Ct値） 
 
予備実験において各遺伝子のプライマーの増幅効率と内部標準である RUBIQ1 のプライマーの
増幅効率に偏りがないことを確かめるため、cDNA の希釈系列を用いて反応を行い、希釈倍率の
対数を横軸に RUBIQ1 と対象遺伝子の Ct 値の差を縦軸にプロットした時の近似曲線の傾きの絶
対値が 0.1 以下となるか確認した。また反応後の PCR 産物をアガロースゲル電気泳動によって分
離し、目的の長さの産物が単独で増幅しているか確認した。これらの予備実験に加え、毎反応後
に熱解離曲線解析を行って、増幅産物が目的産物単一であることを確認した。 
 
1-2-4. 遺伝子型の決定 
遺伝子型の決定は葉身から抽出した DNAを用いて PCR法により行った。まず数十 mg程度の
葉身を 1-2-3 と同様の方法で破砕し、抽出バッファー[200 mM Tris-HCl (pH=7.5), 200 M NaCl, 25 
mM EDTA,  0.5%(W/V) ドデシル硫酸ナトリウム] を加え 15 分以上室温放置した。抽出液を
1100g、常温で 20分間遠心し、上清 100 μlを同量のイソプロパノールに加えた。それを 1100g、4°C
で 30分間遠心し、沈殿を得た。得られた沈殿に 70％(v/v)エタノール 200 μlを加え、1100g、4°Cで
5 分間遠心した。その後上清を捨て、常温で 1 時間から 2 時間風乾した沈殿を滅菌脱イオン水に
溶かして PCRに用いた。PCRはMultiplex PCR Assay Kit（タカラバイオ）と表 1-2に示した 3種の
プライマーを用いて行った。NF3982では、野生型由来の 510 bpの産物または変異型由来の 689 
bpの産物が生じ、NG7528では、野生型由来の 855 bpの産物または変異型由来の 621 bpの産物
が生じることを利用して遺伝子型を決定した（図 1-1B）。 
 
 
 
 1-2-5. AGP活性の測定 
AGP酵素活性の測定はNakamura et al. （1989）の方法に従い、ADPグルコースからのグルコー
ス-１-リン酸（glucose-1-phosphate, G1P）の生成量を定量することで行った。G1P の定量はホスホグ
ルコムターゼ（phosphoglucomutase, PGM）とグルコース-6-リン酸脱水素酵素（glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, G6PDH）の添加により増加するNADPHの量を、分光光度計を用いて測定すること
で行った。すなわち、1-2-3 と同様にして粉砕した 50–100 mgの試料に、抽出バッファー [100 mM 
Hepes-NaOH (pH=7.5), 8 mM MgCl2, 2 mM K2HPO4, 2 mM EDTA, 12.5%(v/v) グリセロール, 
5%(w/v) ポリビニルポリピロリドン, 0.2%(v/v) 2-メルカプトエタノール] 1 mlを加え、よく攪拌後、4°C、
20000gで 10分間遠心し上清を得た。この上清 20 μlを反応液 [106.4 mM Hepes-NaOH (pH=7.5), 
20 mM 3-ホスホグリセリン酸, 2 mM ADPグルコース, 3.2 mM ピロリン酸ナトリウム, 5 mM MgCl2, 
10mM ジチオトレイトール] 230 μlに加えた。これを 30°Cで 20分間反応後、100°Cで 60秒間煮
沸し、反応を停止した。これに 450 μlの蒸留水を加え、4℃、20000gで 10分間遠心した。この上清
200 μlに対し 6 μlの 10 mg ml-1のNADPを加え、分光光度計（Viento XS, 大日本住友製薬）で波
長 340 nmにおける吸光度を測定した。測定後、0.5 μl以上ずつ PGM と G6PDHを加え、340 nm
における吸光度の変化量を求め、これを+ABS とした。同様の反応を行わずに、抽出液と反応液を
混合後、直ちに煮沸により反応を停止したものについても同様にして吸光度の変化量を求め、これ
を-ABS とした。+ABS と-ABSの差から試料中で 20分間に生成した G1Pの生成量を定量し、これ
を反応時間と用いた試料の新鮮重[g]で割った値を AGP活性[nmol min-1 gFW-1]とした。 
 
1-2-6. 糖・デンプン濃度の測定 
1-2-3 と同様の方法で粉砕した試料 10–100mgに 80%(v/v)エタノール 1mlを加えて 80°Cに 10
分間放置した。その後、常温、20000g で 5 分間遠心し、上清と沈殿に分けた。沈殿には 80%(v/v)
エタノール 500 μlを加え、この操作をもう一度繰り返した。二度の遠心分離で得られた上清は遠心
エバポレーターでエタノールを除去した後 1 mlの蒸留水を加え、可溶性糖濃度分析用試料とした。
 また沈殿は風乾によりエタノールを除去した後 1 mlの蒸留水を加え、105°Cで 2時間以上放置す
ることでデンプンを糊化し、デンプン濃度分析用試料とした。 
 可溶性糖濃度の測定は F-kit D-グルコース/果糖/ショ糖（J. K. インターナショナル）を用いて行っ
た。すなわち、ブドウ糖濃度はヘキソキナーゼと G6PDHを加えることで生じる NADPHの増加量を、
分光光度計を用いて測定することで定量した。ショ糖と果糖の濃度は β-フルクトシダーゼまたはホ
スホグルコースイソメラーゼをそれぞれ添加することでブドウ糖に転換して定量した。デンプン濃度
の測定は、F-kit スターチ（J. K. インターナショナル）またはグルコアミラーゼ（東洋紡）を用いてデ
ンプンをブドウ糖に分解して定量した。これらの操作は F-kitの測定操作法に従って行い、グルコア
ミラーゼを用いたデンプンの分解は、グルコアミラーゼ 50U ml-1を 50 mM 酢酸バッファー（pH=4.5）
[50 mM 酢酸, 50 mM 酢酸ナトリウム] に加えて、これをデンプン濃度分析用試料 1 mlに対して
200 μl加えた後に、40°Cで 4時間以上培養することで行った。分光光度計は Viento XS（大日本
住友製薬）を用いた。 
 
1-2-7. OsAGPL1および OsAGPL3相補系統の作出 
 まず野生型 OsAGPL1 または OsAGPL3 のそれ自身の推定上のプロモーター領域を含んだ領域
（OsAGPL1: 推定上の転写開始点の 1950 bp上流から転写終止点の 579 bp下流、OsAGPL3: 推
定上の転写開始点の 1727 bp上流から翻訳終止点の 242bp下流）を PCR法により増幅した。PCR
は PrimeSTAR GXL DNA polymerase （タカラバイオ）と表 1-3に示したプライマーを用いて、日本
晴の葉身から抽出したゲノム DNA を鋳型として行った。得られた DNA 断片をゲートウェイエントリ
ーベクター（pENTR/DTOPO, Thermo Fisher Scientific）を介して、バイナリ―ベクター（pZH2B-GT, 
Kuroda et al., 2010）に Gateway LR clonase II enzyme mix （Thermo Fisher Scientific）を用いて導
入した。このバイナリ―ベクターを、アグロクテリウム EH105株を介した形質転換（Toki et al., 2006）
により agpl1 または agpl3に野生型 OsAGPL1 または OsAGPL3遺伝子をそれぞれ導入した。これ
により両系統とも異なるカルスから生じた 10系統以上の相補系統が得られたが、OsAGPL1相補系
 統からは 4系統（L1-7、L1-12、L1-13、L1-17）、OsAGPL3相補系統からは 2系統（L3-4, L3-12）を
種子の量から判断して選び、後の実験に用いた（図 1-1B）。 
 
1-2-8. 生育調査 
生育調査は水田圃場で栽培したイネを用いて行った。移植後約 30 日から穂揃い期にかけて、
およそ 10日間隔で草丈、茎数を測定した。 
 
1-2-9. 葉面積指数と乾物重の測定 
 圃場で栽培したイネを出穂期に地際刈により株全体をサンプリングした。サンプリング後は、葉身、
稈・葉鞘、穂に分けたあと、直ちに自動面積計（AAM-9、林電工）を用いて葉身の面積を測定した。
その後に 80°C で 5 日間以上乾燥し、乾物重の測定に用いた。得られた株あたりの葉面積（LA）と
地上部乾物重（W）、葉身乾物重（LW）をもとに以下式（1-2）から式（1-4）により、葉面積指数、葉重
量比、比葉面積[cm g-1]を算出した。 
 
式（1-2） 葉面積指数 = LA[m2 株-1]×栽植密度[22.1株 m-2]  
式（1-3） 葉重量比 = LW [g] ÷W [g]  
式（1-4） 比葉面積[cm2 g-1] = LA[g] ÷LW [g]  
 
1-2-10. 統計処理 
t 検定、一元配置分散分析、および Ryan-Einot-Gabriel-Welsch の方法（R-E-G-W）による多重
比較は SPSS13.0 for Windows （IBM、USA）を用いて行った。 
 
  
 1-3. 結果 
  
1-3-1. AGP遺伝子の発現解析 
 野生型イネ（日本晴）における AGP遺伝子のmRNA量を様々な部位を用いて測定し、転写レベ
ルでの発現量の比較を行った（図 1-2）。その結果は先行研究（図 B、Akihiro et al., 2005; Ohdan et 
al. 2005; Hirose et al. 2006）と概ね一致していた。OsAGPL1は葉鞘に加えて、稈や葉枕（葉鞘基
部）、地上部基部、すなわち茎部での発現量が他の部位に比べて顕著に高かった。OsAGPL2 の
発現量は胚乳でのみ極めて高かった。OsAGPL3 は胚乳と葉身で高発現しており、次いで地上部
基部やラミナジョイント（葉身と葉鞘の接続部）でも茎部や根と比べて高く発現していた。OsAGPL4
は OsAGPL1~3 に比べて全体に発現量が低かったが、地上部基部や根では他の部位と比較して
発現量が高かった。OsAGPS1 は稈や葉鞘、葉枕などの茎部と胚乳で比較的高く発現していた。
OsAGPS2a は部位間の発現量の差があまり見られず、OsAGPS2bは OsAGPL2 と同様に胚乳特異
的に発現していた。 
 
1-3-2. OsAGPL1欠損変異体の糖・デンプン濃度 
 まず OsAGPL1の幼苗期における役割を明らかにするため、播種後 22日の agpl1 とその対照系
統（WTL1）を用いて AGP活性と糖・デンプン濃度を測定した（図 1-3）。その結果、agpl1の葉身に
関しては、AGP活性と、デンプン濃度、ショ糖濃度および果糖濃度のいずれにおいてもWTL1との
間に有意な差は認められなかった（図 1-3A）。ブドウ糖濃度は、agpl1でわずかに高かったが、その
濃度はショ糖と比べると非常に低かった。葉鞘に関しては、AGP 活性は低い傾向にあり、デンプン
濃度は有意に低下していた（図 1-3B）。可溶性糖濃度に関しては、WTL1 との間に有意な差は認
められなかった。 
 続いて、OsAGPL1 の出穂期における役割を明らかにするため、水田圃場で栽培した出穂期のイ
ネの糖・デンプン濃度を測定した（図 1-4）。agpl1の葉身に関しては、WTL1 と比較し、AGP活性と
 ブドウ糖濃度、果糖濃度が有意に高く、ショ糖濃度は有意に低かった。デンプン濃度はWTL1 との
間に有意な差は認められなかった（図 1-4A）。葉鞘に関しては、AGP活性が低下し、デンプン濃度
が著しく低下していた（図 1-4B）。ショ糖濃度は増加しており、ブドウ糖や果糖には有意な差は認め
られなかった。稈に関しては葉鞘とほぼ同様の傾向が見られた。すなわち、agpl1 では、AGP 活性
とデンプン濃度が大きく低下し、ショ糖濃度は増加した（図 1-4C）。 胚乳に関しては、AGP 活性と
デンプン濃度、およびショ糖濃度はいずれも WTL1 と同程度であった（図 1-4D）。ブドウ糖濃度と
果糖濃度は有意に高かったが、その値はショ糖と比べると非常に低く、その差もわずかであった。 
 
1-3-3. OsAGPL1相補系統の糖・デンプン濃度 
 前節の結果から、agpl1 では、幼苗期の葉鞘や出穂期の葉鞘と稈においてデンプン濃度が低下
していることが明らかになった。そこで、これらのデンプン濃度の低下がOsAGPL1の欠損に由来す
るものであるかどうかを確認するため、agpl1 に野生型 OsAGPL1 遺伝子を導入した相補系統を作
出し、それらの糖・デンプン濃度を測定した。まず、相補系統における AGP 遺伝子の発現の程度
を明らかにするため、幼苗期の葉鞘を用いて、AGP 遺伝子の mRNA 量を測定した（図 1-5A）。そ
の結果、agpl1 は WTL1 と比較し、OsAGPL1 の mRNA 量に顕著な低下が見られたが、OsAGPL1
相補系統（L1-7、L1-12）ではWTL1と同程度かそれ以上にまで回復していた。一方、他のAGP遺
伝子に関しては、OsAGPS1 を除き系統間差は見られなかった。OsAGPS1 の mRNA 量は、agpl1
でのみ増加していた。続いて、同一サンプルにおける AGP 活性とデンプン濃度を測定したところ、
AGP 活性は、WTL1 と比較して agpl1 で有意に低下していたが、二つの相補系統（L1-7, L1-12）
では WTL1 と同程度まで回復していた（図 1-5B）。デンプン濃度に関しては、L1-7 では、WTL1 と
同程度まで回復していた（図 1-5C）。L1-7 と比較し、OsAGPL1の mRNA量や AGP活性が低かっ
た L1-12では、WTL1 と agpl1の中間的なデンプン濃度を示した。 
 次に出穂期における agpl1 および OsAGPL1 相補系統の糖・デンプン蓄積特性を詳細に解析し
た。まず葉身においては、AGP 活性、デンプン濃度および測定したすべての可溶性糖濃度にお
 いて WTL1 と有意に異なる値を示す系統はなかった（図 1-6A）。一方、葉鞘においては、AGP 活
性とデンプン濃度は agpl1 においてのみ有意に低下しており、相補系統（L1-13、L1-17）は WTL1
と同程度であった（図 1-6B）。ショ糖濃度は agpl1 においてのみ有意に高く、果糖および単糖濃度
に系統間差は認められなかった。同様に稈においても、AGP活性は agpl1ではWTL1 より低い傾
向にあり、相補系統（L1-13、L1-17）は WTL1 と同程度であった（図 1-6C）。デンプン濃度は agpl1
においてのみ有意に低下しており、相補系統（L1-13、L1-17）は WTL1 と同程度であった。ショ糖
濃度と単糖濃度も葉鞘と同様の傾向にあり、agpl1 においてのみショ糖濃度が有意に高く、果糖お
よび単糖濃度に系統間差は認められなかった。 
 
1-3-4. OsAGPL3欠損変異体の糖・デンプン濃度 
 OsAGPL3の糖・デンプン代謝における役割を明らかにするため、agpl3に関してもagpl1と同様の
解析を行った。まず幼苗期（播種後 22 日）の葉身に関しては、agpl3 では WTL3 と比較して AGP
活性が有意に低く、デンプン濃度は著しく低くなっていた（図 1-7A）。ショ糖、ブドウ糖、果糖といっ
た可溶性糖濃度に関しては、WTL3 との間に有意な差は認められなかった。続いて、葉鞘に関し
ては、AGP 活性にわずかに低下傾向が見られたものの、デンプンや可溶性糖濃度には WTL3 と
ほとんど差がなかった（図 1-7B）。 
 次に出穂期の葉身に関しては、幼苗期と同様にAGP活性とデンプン濃度が著しく低下しており、
ショ糖濃度は増加していた（図1-8A）。ブドウ糖と果糖濃度はWTL3と同程度であった。 葉鞘に関
しては、AGP 活性が低下していたものの、デンプン濃度は WTL3 と同程度であり、ショ糖やブドウ
糖、果糖にも差は認められなかった（図1-8B）。 稈に関しては、AGP活性、デンプン濃度、各種可
溶性糖濃度のいずれにおいても WTL3 との間に有意な差は認められなかった（図 1-8C）。同様に
胚乳に関しては、AGP活性とデンプン濃度、および測定したすべての糖濃度においてWTL3 と同
程度であった（図 1-8D）。 
 
 1-3-5. OsAGPL3相補系統の糖・デンプン濃度 
前節の結果から、agpl3 では、幼苗期から出穂期まで生育ステージに関わらず葉身のデンプン濃
度が著しく低下していることが明らかになった。そこで、これらのデンプン濃度の低下が OsAGPL3
の欠損に由来するものであるかどうかを確認するため、agpl3 に野生型 OsAGPL3 遺伝子を導入し
た相補系統を作出し、それらの幼苗期（播種後 28 日）における糖・デンプン濃度を測定した。まず、
相補系統における AGP遺伝子の発現量を明らかにするため、幼苗期の葉身を用いて、AGP遺伝
子のmRNA量を測定した（図 1-9A）。予想に反して、OsAGPL3のmRNA量は、OsAGPL3相補系
統である L3-12では少なくなっていたが、その他の系統（WTL3、agpl3、L3-4）の mRNA 量の間に
系統間差は見られなかった。そこで、Tos17レトロトランスポゾン挿入部位をまたいだ別のプライマー
ペアを用いて逆転写 PCRを行うと agpl3でのみ mRNAが検出されなかった（図 1-9B）。このことは
agpl3 では正常な OsAGPL3 の mRNA が転写されていないことを示している。一方、他の AGP 遺
伝子に関しては、系統間差は見られなかった（図 1-9A）。 
続いて、同一サンプルにおけるAGP活性とデンプン濃度を測定したところ、どちらもWTL3と比較
して agpl3 で有意に低下していたが、二つの相補系統（L3-4、L3-12）では WTL3 と同程度まで回
復していた（図 1-9C, D）。 
 
1-3-6. 生育調査 
 OsAGPL1 や OsAGPL3 の欠損が水田圃場でのイネの生育に及ぼす影響を明らかにするため、
agpl1と agpl3の草丈と茎数の推移をそれぞれの対照系統（WTL1、WTL3）と比較した。まず agpl1
の草丈に関しては、生育期間を通してWTL1より有意に低かった（図 1-10A）。一方、茎数に関して
は、最高分げつ期頃（移植後 42日）から一貫してWTL1 より多かった（図 1-10B）。 
 agpl3 の草丈に関しては、生育初期に関しては WTL3 よりわずかに高くなっていたが、その差は
生育が進むにつれて小さくなっていき、移植後 63 日以降は有意な差は認められなかった（図
 1-11A）。茎数に関してはいずれの時期においても agpl3とWTL3の間に有意な差は認められなか
った（図 1-11B）。 
 次に出穂期に株あたりの葉面積と乾物重を測定し、葉面積指数、地上部乾物重、葉身乾物重、
葉重量比、比葉面積を算出した。まず agpl1 に関しては、地上部乾物重は WTL1 と差がなかった
が、葉面積指数と葉身の乾物重が高い傾向にあり、葉重量比が有意に大きかった（表 1-4）。agpl3
に関しては、WTL3 と比較して、葉面積指数が小さい傾向にあったが、地上部乾物重に差はなか
った（表 1-5）。比葉面積に有意な差が見られたが、その差はWTL3の 4%減と小さかった。葉身乾
物重と葉重量比に関しては、有意差はなかった。 
 
 
  
 1-4. 考察 
 
1-4-1. 茎葉部における AGP遺伝子の生理的分業 
 日本晴を用いたAGP遺伝子の発現解析の結果、OsAGPL1は先行研究により既に報告されてい
た葉鞘のみならず（図 B、Akihiro et al., 2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）、稈、葉鞘基部
にある葉枕、幼苗期の地上部基部においても非常に高く発現しおり（図 1-2）、OsAGPL1 はイネの
茎部（稈・葉鞘）全体において強く発現していることが明らかになった。またagpl1のAGP活性、糖・
デンプン濃度の解析結果では、幼苗期（播種後 22 日）の葉鞘において AGP 活性とデンプン濃度
が野生型系統（WTL1）と比べて低かった（図1-3B）。そしてその差は出穂期の稈や葉鞘ではさらに
大きくなっていた（図 1-4B, C）。一方、葉身や胚乳では、野生型系統との差は見られなかった（図
1-3A, 4A, D）。agpl1 の幼苗期の葉鞘や出穂期の稈・葉鞘におけるデンプン濃度の低下は、野生
型 OsAGPL1遺伝子の導入により回復した（図 1-5, 6）。また Cook et al.（2012）の先行研究により、
agpl1 では登熟期の胚におけるデンプン濃度も低下していることが明らかとなっている。以上の結
果は、OsAGPL1 は極めて特異的にイネの茎部（稈・葉鞘）と胚で機能しており、特に出穂前の稈・
葉鞘でのデンプン蓄積において大きな役割を担っていることを強く示唆している。 
 一方、OsAGPL3 は胚乳で高い発現量が見られたが、止葉葉身でも高発現しており、この結果も
先行研究と一致していた（図 B, 1-2、Akihiro et al., 2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）。ま
た agpl3 は幼苗期の葉身や出穂期の止葉葉身において AGP 活性とデンプン濃度が野生型系統
（WTL3）より著しく低くなっていた（図 1-7A, 8A）。しかし、幼苗期の葉鞘や出穂期の稈においては、
AGP活性、デンプン濃度ともに有意な差は見られなかった（図 1-7B, 8C）。出穂期の葉鞘において
は、AGP 活性は有意に低下していたものの、この低下はデンプン濃度に影響を及ぼしておらず
（図 1-8B）、葉鞘においてはOsAGPL3も一定の役割を担っているが、OsAGPL1がより支配的な役
割を担っているようであった。野生型イネ（日本晴）の胚乳においてはOsAGPL3の発現量が高かっ
たものの（図 1-2）、agpl3 の胚乳における AGP 活性とデンプン濃度に低下は見られなかった（図
 1-8D）。このことは、OsAGPL2 が胚乳では非常に高く発現しているため（図 1-2）、この遺伝子が支
配的な役割を担っているためだと考えられる。また agpl3 の葉身におけるデンプン濃度の低下は、
野生型OsAGPL3遺伝子の導入に回復した（図1-9）。以上の結果は、OsAGPL3は生育期間を通し
て葉身において支配的な役割を担っていることを強く示唆している。 
 以上の結果と、Lee et al.（2007）の先行研究により OsAGPL2 を欠損した変異体は極めて特異的
に胚乳でデンプン濃度が低下することも明らかになっていることを考慮に入れると、イネの AGP の
大サブユニットをコードする遺伝子のうち、OsAGPL1 は茎部と胚、OsAGPL2 は胚乳、OsAGPL3 は
葉身で支配的な役割を担っており、非常に明確に部位特異的な生理的分業がなされていると言え
る。残る一つの OsAGPL4に関しては、まだその変異体の報告がなされていなく、mRNA の発現解
析の結果からもどの部位で主に機能しているか推察することはできない（図 B, 2-2、Akihiro et al., 
2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）。しかし、本研究や先行研究の発現解析では測定して
ない部位や時期、環境条件において強く発現している可能性もある。一方、小サブユニットをコー
ドする遺伝子に関しては、OsAGPS2 の欠損変異体では、胚乳と葉身の両方でデンプン濃度が低
下する（Kawagoe et al., 2005; Lee et al., 2007）。このことと、mRNAの発現解析の結果から（図 B, 
1-2、Akihiro et al., 2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）、OsAGPS2から転写される mRNA
のうち、OsAGPS2a は葉身や葉鞘などの栄養器官で、OsAGPS2b は胚乳特異的に機能していると
考えられる。OsAGPS1 に関しては、その欠損変異体の報告は見当たらないものの、茎部において
mRNAの発現が高いことや（図B, 1-2、Akihiro et al., 2005; Ohdan et al. 2005; Hirose et al. 2006）、
agpl1 において OsAGPL1 の欠損を補うかのように発現が高まっていることから（図 1-5A）、
OsAGPL1 と同所的に機能している可能性がある。今後 OsAGPL4や OsAGPS1の変異体などを用
いたさらなる解析が行われることで、イネの AGP 遺伝子のアイソジーン間の生理的分業の全貌が
明らかになることが期待される。 
 
 
 1-4-2. OsAGPL1および OsAGPL3の欠損が栄養成長に及ぼす影響 
 agpl1 は WTL1 と比較して草丈が有意に低く、茎数が有意に多くなっていた（図 1-10）。このこと
は、agpl1 では、茎部のデンプン濃度が減少し、ショ糖濃度が増加していることと関連している可能
性が考えられるが（図 1-4B, C, 6B, C）、詳しい議論は第四章における OsAGPL1 と OsAGPL3の二
重変異体の解析結果と合わせて、終章の総合考察において述べる。また葉面積指数は agpl1 で
大きい傾向にあり、葉重量比は有意に大きかった（表 1-4）。このことは茎数がWTL1より多くなったこ
とにより、株あたりの葉の数が増え、乾物の葉への分配率が高くなったと考えることができる。このよ
うに OsAGPL1の欠損は茎数が増え、葉身量が多くなるなど草型には影響があるものの、出穂期の
地上部乾物重はWTL1とほとんど変わらず（表1-4）、出穂期までの乾物生産能力への影響は少な
かった。葉面積指数の増大は株あたりのソース能を増大させると考えられるため、この結果は予期
に反するものであった。しかし、地上部乾物重は気象条件に大きく左右される形質であり、株ごとの
誤差も大きい。そのため、単年の測定結果のみでは明確な結論を述べることはできない。そこで続
く第二章において 4 ヶ年にわたる試験を行い、茎部に蓄積する NSC と関連させてさらに詳しい考
察を行う。 
一方 agpl3は、生育後半の草丈、茎数、葉面積指数、地上部乾物重と測定したほぼすべての項
目についてWTL3と比較して有意な差が認めらなかった（図 1-11、表 1-5）。比葉面積のみはWTL3
よりも有意に小さく、葉の展開能力が低いことが明らかになったが、WTL3 との差は極めて小さかった。
以上から OsAGPL3 の欠損がイネの栄養成長に及ぼす影響は極めて限定的であることが明らかに
なった。   
図1-1. Tos17レトロトランスポゾンの挿入部位を示した遺
伝子の模式図 (A)、および遺伝子型決定のためのPCR
の結果の一例(B)。黒塗り四角はエキソンの非翻訳領域、
白抜き四角はエキソンの翻訳領域、灰線はイントロンを
表す。黒塗り三角はTos17レトロトランスポゾン挿入部位
を表し、白抜き三角はPCRに用いたプライマーの設計位
置を表す。
ATG TAG
OsAGPL1
(A)
1 kbp
ATG TGA
OsAGPL3
689 bp
510 bp
(B)
WTL1 agpl1 L1-13 L1-17
689 bp
510 bp
WTL3 agpl3 L3-4 L3-12
855 bp
622 bp
WTL1 agpl1 L1-7 L1-12
  
表 1-1. 第一章におけるリアルタイム逆転写 PCRに用いたプライマーの配列 
a 
Rice Annotation Database <http://rapdb.dna.affrc.go.jp>におけるGene codeを示す。b 
GenBank accession numberを示す。c OsAGPL3相補試験でのみ用いた Tos17レトロト
ランスポゾンの挿入部位をまたいだプライマ－ペア。d OsAGPS2a と OsAGPS2b は選
択的スプライシングにより、1つの遺伝子から 2種の mRNAが生じる。  
遺伝子名  Gene codea (Acc. Nob) プライマー配列(5′–3′) 
OsAGPL1  Os05g0580000 
(AK100910) 
L: GGAAGACGGATGATCGAGAAAG 
R: CACATGAGATGCACCAACGA 
OsAGPL2 
 
Os01g0633100 
(AK071497) 
L: AGTTCGATTCAAGACGGATAGC  
R: CGACTTCCACAGGCAGCTTATT 
OsAGPL3 
 
Os03g0735000 
(AK069296) 
L: AAGCCAGCCATGACCATTTG 
c（CACCTTTCCCGGGCGTATAA） 
R: CACACGGTAGATTCACGAGACAA 
c（GCCAGTCAAATTGCCGAACA） 
OsAGPL4  Os07g0243200 
(AK121036) 
L: TCAACGTCGATGCAGCAAAT  
R: ATCCCTCAGTTCCTAGCCTCATT 
OsAGPS1  Os09g0298200 
(AK073146) 
L: CGCGTCGCTCAATCGTCACCT  
R: ATTCTCTGGGCTCTGCTGCGC 
OsAGPS2a  Os08g0345800
d 
(AK071826) 
L: ACTCCAAGAGCTCGCAGACC  
R: GCCTGTAGTTGGCACCCAGA 
OsAGPS2b  Os08g0345800
d 
(AK103906) 
L: AACAATCGAAGCGCGAGAAA  
R: GCCTGTAGTTGGCACCCAGA 
RUBIQ1  Os06g0681400 
(AK121590) 
L: GGAGCTGCTGCTGTTCTTGG  
R: CACAATGAAAACGGGACACGA 
 表 1-2. 遺伝子型の決定に用いたプライマー配列 
遺伝子 プライマー配列(5′–3′) 
OsAGPL1 L: CCTCTCTCCAACAGGAGCAC 
  R: ATGATTTGCGTGGTTGTTGA 
OsAGPL3 L: TCCATGTAGTCCATGCGGTA 
  R: GCGGTGAGTACAGCGTACAA 
Tos17
a 
R: GAGAGCATCATCGGTTACATCTTCTC 
a 
Tos17のプライマーは両系統に共通して用いた。 
 
 
表 1-3. 相補系統の作出に用いたプライマー配列 
系統 プライマー配列(5′–3′) 
OsAGPL1 L: CACCTGCGTGAAATGAGAAGAACG 
  R: CCTTTTTAGCGGGCCTATTC 
OsAGPL3
a 
L1: TCCATGTAGTCCATGCGGTA 
  R1: CCATCACTACGCGTCTAC 
 L2: TCACCACCCGTT TCTCTCTC 
 R2: GGAACAACCAATACCCCAGA 
a 
OsAGPL3 の単離では、L1 と R1の組み合わせでプロモータ
ー領域を、L2と R2の組み合わせで転写領域をそれぞれ重複
を持たせて増幅したあと、二種の PCR 産物を繋ぎ合わせて増
幅することで遺伝子の全長を単離した。 
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図1-2. 日本晴におけるAGP遺伝子の発現解析。葉鞘：出穂期の主茎の止葉一枚下の葉、稈：出穂期の
主茎の穂首の一枚下の節間、葉枕：外側の有効分げつの止葉の二枚下の葉、地上部基部：3.5葉期の基
部1cm、葉身：出穂期の主茎の止葉、ラミナジョイント：外側の有効分げつの止葉、胚乳：出穂後7–10日の
主茎の穂から採取した15±2 mgの胚乳、根：3.5葉期の根全体。出穂期の各部位は、明期14時間（27℃）/
暗期10時間（22℃）に制御された閉鎖系温室で栽培したイネを用い、地上部基部と根は、明期14時間
（27℃）/暗期10時間（23℃）、湿度60％、PPFD約400 μmol m-1s-1に制御された人工気象器内で栽培したイ
ネを用いた。サンプリングは12時に行った。内部標準としてユビキチン遺伝子（RUBIQ1）を用いて、その
mRNA量を100とした時の相対mRNA量を示した。データは平均値と標準誤差を示す（n=3）。
図1-3. agpl1の幼苗期の葉身（A）と葉鞘（B）におけるAGP活性と糖・デンプン濃度。2010年6月13日にガラス室
（自然光、気温無制御）に播種した播種後22日（約5.5葉期）のイネの最上位展開葉を測定に用いた。 サンプリン
グは16時から17時に行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=4）。**および*はt検定において1%または5%
水準で有意差があることを示す。
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図1-4. agpl1の出穂期の葉身（A）、葉鞘（B）、稈（C）、および登熟期の胚乳（D）におけるAGP活性と
糖・デンプン濃度。葉身は2012年に水田圃場で栽培したイネの主茎の止葉を、葉鞘は止葉一枚下の
葉を、稈は穂首の一つ下の節間を、胚乳は出穂後7–10日の主茎の穂から採取した15±2mgの胚乳
を測定に用いた。サンプリングは16時から18時半の間に行った。データは平均値と標準誤差を示す
（n=4）。**および*はt検定において1%または5%水準で有意差があることを示す。
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図1-5. OsAGPL1相補系統（L1-7、L1-12）の幼苗期におけるAGP遺伝子のmRNA量（A）、AGP活性（B）、およ
び糖・デンプン濃度（C）。明期14時間（27℃）/暗期10時間（23℃）、湿度60％、PPFD約400 μmol m-1s-1に制御
された人工気象器内で栽培した播種後21日（約5.5葉期）の上位三葉の葉鞘を測定に用い、サンプリングは明
期の終わりに行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=5）。異なるアルファベットはR-E-G-Wの多重比較
において、5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意差がないことを示す。
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図1-6. OsAGPL1相補系統（L1-13、L1-17）の出穂期における糖・デンプン濃度。（A）葉身：主茎の止葉。（B）葉
鞘：止葉一枚下の葉。（C）稈：穂首の一つ下の節間。明期14時間（27℃）/暗期10時間（22℃）に制御された閉鎖
系温室で栽培したイネを用い、サンプリングは17時に行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=4）。異なる
アルファベットはR-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意差がないことを示
す。
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図1-7. agpl3の幼苗期の葉身（A）と葉鞘（B）におけるAGP活性と糖・デンプン濃度。2010年6月13日にガラス室
（自然光、気温無制御）に播種した約5.5葉期のイネの最上位展開葉を測定に用いた。サンプリングは16時から17
時の間に行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=4）。**および*はt検定において1%または5%水準で有
意差があることを示す。
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図1-8. agpl3の出穂期の葉身（A）、葉鞘（B）、稈（C）、および登熟期の胚乳（D）におけるAGP活性と
糖・デンプン濃度。葉身は2012年に水田圃場で栽培したイネの主茎の止葉を、葉鞘は止葉一枚下の
葉を、稈は穂首の一つ下の節間を、胚乳は出穂後7–10日の主茎の穂から採取した15±2mgの胚乳
を測定に用いた。サンプリングは16時から18時半の間に行った。データは平均値と標準誤差を示す
（n=4）。**および*はt検定において1%または5%水準で有意差があることを示す。
図1-9. OsAGPL3相補系統（L3-4,、L3-12）の 幼苗期の葉身におけるAGP遺伝子のmRNA量（A）、
Tos17レトロトランスポゾンの挿入部位をまたいだプライマ－ペアにより増幅したRT-PCR産物の泳動結
果（B）、AGP活性（C）、および糖・デンプン濃度（D）。明期14時間（27℃）/暗期10時間（23℃）、湿度
60％、PPFD約400 μmol m-1s-1に制御された人工気象器内で栽培した播種後28日（約7.5葉期）のイネ
の上位三葉の完全展開葉身を測定に用いた。データは平均値と標準誤差を示す（n=3）。異なるアル
ファベットはR-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意差がないことを
示す。
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図1-10. agpl1の草丈（A）および茎数（B）（2012年）。データは平均値と標
準誤差を示す（n=16）。**および*はt検定において1%または5%水準で
有意差があることを示す。↓は出穂期を示す。
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図1-11. agpl3の草丈（A）および茎数（B）（2012年） 。データは平均値と標
準誤差を示す（n=16）。**および*はt検定において1%または5%水準で有
意差があることを示す。↓は出穂期を示す。
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表 1-4. WTL1 と agpl1の出穂期における葉面積とその関連形質（2012年） 
  葉面積指数 
地上部乾物重 
(g 株-1) 
葉身乾物重 
(g 株-1) 
葉重量比 
比葉面積 
（cm2 g-1） 
WTL1 2.55 ± 0.11 25.1 ± 1.0 6.47 ± 0.26 0.258 ± 0.003 177 ± 2 
agpl1 2.81 ± 0.19 24.9 ± 1.7 7.10 ± 0.51 0.284 ± 0.004 179 ± 2 
agpl1/WT 1.10  0.99  1.10  1.10** 1.01  
データは平均値と標準誤差を示す（n=10）。**は t検定において 1%水準で有意差があることを示
す。 
 
 
表 1-5. WTL3 と agpl3の出穂期における葉面積とその関連形質（2012年） 
  葉面積指数 
地上部乾物重 
(g 株-1) 
葉身乾物重 
(g 株-1) 
葉重量比 
比葉面積 
（cm2 g-1） 
WTL3 3.55 ± 0.19 29.6 ± 1.7 8.41 ± 0.48 0.285 ± 0.004 190.2 ± 1.8 
agpl3 3.24 ± 0.12 29.0 ± 0.9 7.95 ± 0.31 0.273 ± 0.004 183.3 ± 1.2 
agpl3/WT 0.91  0.98  0.95  0.96  0.96** 
データは平均値と標準誤差を示す（n=10）。**は t検定において 1%水準で有意差があることを示
す。 
 
 
  
 第二章 茎部 NSC蓄積量の低下が子実の登熟に及ぼす影響 
 
 
2-1. 緒言 
  
第一章により OsAGPL1 欠損変異体（agpl1）では、出穂期における稈および葉鞘のデンプン濃
度が低下し、ショ糖濃度が増加することが明らかになった（図 1-3B, 4B, C, 6B, C）。しかしデンプン
濃度の減少に対しショ糖濃度の増加は小さかったため、稈・葉鞘における NSC 濃度は大きく低下
した。出穂までに茎部（稈および葉鞘）に蓄積する NSC は出穂後に穂に転流し、収量の向上に一
定の貢献をすることが知られていることから（Yoshida, 1972）、茎部 NSC 濃度が低い agpl1 では子
実収量が低下する可能性がある。そこで本章では、agpl1の登熟期における乾物重と NSC含量の
推移、収量および収量構成要素を測定することで、茎部 NSC 蓄積量の低下が子実の登熟に及ぼ
す影響を明らかにすることを目的とした。その際、茎部 NSC の子実の登熟への貢献度は寡照など
の不良条件下で高まるとされているため、登熟期に遮光処理を施した区も設けて栽培し、登熟期
の環境条件と茎部 NSC蓄積の関連性についても考察した。 
  
 2-2. 材料および方法 
 
2-2-1. 供試材料と栽培 
 供試材料は第一章で用いたOsAGPL1変異系統（agpl1）とその対照系統（WTL1）とした。栽培は
東京大学大学院農学生命科学研究科附属生態調和農学機構（東京都西東京市: 北緯 35.4°東
経 139.3°標高 58.6m）内の水田圃場で行い、試験は 2010 年から 2013 年の 4 ヶ年にわたって行
った（なお 2010年と 2011年の試験は修士課程在学中に行ったものであり、データは修士論文（岡
村, 2012）と同一である。）。同機構内における各年次の 7日間ごとの平均気温と、平均全天日射量
を図 2-1に示した。栽植密度と施肥は第一章と同様にし、表 2-1で示した日に 1株 1本植で移植し
て栽培した。2010年と 2011年は 1区画を 2.1 m×2.1 mとして各系統について 2反復ずつ設けた。
2012年は対照区を 2.4 m×2.4 m、遮光区では 2.1 m×1.5 m として各系統につき 2反復ずつ設け
た。2013年は 1区画を 1.8 m×1.5 m とし、各系統につき 3反復ずつ設けた。遮光処理は穂揃い
期から収穫期まで遮光率 35%の寒冷紗を用いて区画全体を覆うことで行った。そのため遮光区に
おける全天日射量は図 2-1の全天日射量に 0.65を乗することで推定した。 
 
2-2-2. 光合成速度および SPAD値の測定 
 光合成速度の測定は、2013 年の穂揃い期（8 月 21 日）の午前 10 時から 12 時の間に主茎の止
葉を用いて行った。測定は CIRAS-3（PP systems, USA）を用いて、葉温 30°C、CO2濃度 390 μmol 
mol
-1、PPFD 1500 μmol m-2 s-1に設定して行った。 
 SPAD 値は、2012 年の出穂期から収穫期にかけて約 10 日置きに葉緑素計 SPAD-502（コニカミ
ノルタセンシング）を用い、主茎の止葉葉身の中心部で 3点測定したものを平均して求めた。 
 
 
 
 2-2-3. サンプリング 
 表 2-1に示した各年次、系統の出穂期（出穂日）と登熟中期（出穂後約 3週間）、収穫期（出穂後
約 6週間）において、地際刈により株全体のサンプリングを行った。サンプリング後は、葉身、稈・葉
鞘、穂に分けたあと、直ちに80°Cで5日間以上乾燥し、乾物重およびNSC濃度の測定に用いた。
さらに収穫期においては、これらとは別に株ごと地際刈し、1 週間風乾した後、穂を収量および収
量構成要素の計測に用いた。 
 
2-2-4. 稈・葉鞘の NSC濃度とその関連形質の測定 
 稈・葉鞘の NSC 濃度の測定は、乾物重を測定したサンプルのうち、地上部乾物重が中庸な個体
を用いて行った。まず高速振動試料粉砕機（TI-200、シー・エム・ティ）を用いてサンプルを株ごと
粉砕した。その後、粉砕試料 50–100 mgを用いて、第一章と同様の方法でデンプンおよび可溶性
糖濃度（ショ糖、ブドウ糖、果糖の和）を測定した。イネにおけるNSCは大部分がデンプンおよび可
溶性糖類であるため、NSC 濃度はデンプン濃度と可溶性糖濃度の和として表した。続いて以下の
式（2-1）から式（2-3）により株あたりの NSC含量 [g 株-1]、見かけの NSC転流量（ΔNSC [g株-1]）、
見かけの NSC転流率 [%]を算出した。 
 
式（2-1） NSC含量 [g 株-1] = 稈・葉鞘の乾物重 [gDW 株-1]×稈・葉鞘の NSC濃度 [mg 
gDW
-1
] / 1000 
式（2-2） ΔNSC [g株-1] =登熟中期の NSC含量 [g 株-1] – 出穂期の NSC含量 [g 株-1]  
式（2-3） NSC転流率 [%] =ΔNSC [g株-1] / 出穂期の NSC含量 [g 株-1]×100  
 
2-2-5. 収量および収量構成要素 
 収量構成要素の測定は次の手順で行った。まず株ごとに穂数 [本]を数え、脱穀したあと総籾数 
[個]を数えた。次に比重 1.06 の塩水を用いた塩水選により、浮いた籾を除去し稔実籾を得た。稔
 実籾は風乾により 1週間以上乾燥させたあと、稔実籾数[個]および総籾重量[g]を測定した。これら
を用いて各構成要素及び籾収量を以下の式(2-4)から式(2-7)に従って求めた。 
 
式(2-4) 一穂籾数 [個 本-1] = 総籾数 [個] / 穂数 [本]  
式(2-5) 登熟歩合 [%] = 稔実籾数 [個] / 総籾数 [個]×100  
式(2-6) 籾千粒重 [g] = 総籾重量 [g] / 稔実籾数 [個]×1000  
式（2-7） 籾収量 [g m-2] = 総籾重量 [g]×22.1（栽植密度 [株 m-2]）  
 
2-2-6. 統計処理 
第一章と同様に t 検定、一元配置分散分析、R-E-G-W による多重比較、および多変量分散分
析は SPSS13.0 for Windows （IBM）を用いて行った。 
 
  
 2-3. 結果 
 
2-3-1. OsAGPL1欠損変異体のソース能 
 agpl1 のソース能を明らかにするため、穂揃い期における止葉の光合成速度と登熟期における止
葉の SPAD 値の推移を測定した。その結果、光合成速度と気孔伝導度に有意な系統間差は認め
られなかった（図 2-2A, B）。SPAD 値はいずれの系統、処理においても登熟後期において徐々に
低下する傾向が見られたが、遮光区において低下速度が遅くなっていた（図 2-2C）。またどちらの
処理区においても出穂期付近ではほとんど系統間差が見られないものの、低下速度は agpl1にお
いてより速くなっていた。 
 
2-3-2. OsAGPL1欠損変異体における乾物重の推移 
 agpl1 の登熟期の乾物生産能力を明らかにするため、葉身、稈・葉鞘、穂における乾物重の推移
を測定した。まず葉身の乾物重に関しては、年次間差は認められるものの、系統間差はほとんど見
られなかった（図 2-3A、表 2-2）。また遮光処理の効果をみると、どちらの系統も遮光処理により、収
穫期の乾物重が低下していた。次に稈・葉鞘の乾物重の推移を見ると、WTL1 では、出穂期から
登熟中期にかけて減少し、その後収穫期にかけて再び増加するという傾向が見られた（図 2-3B、
表 2-3）。一方 agpl1では、WTL1のような乾物重の増減は見られなかった。遮光処理の効果をみる
と、登熟中期以降ではどちらの系統も遮光処理により乾物重が低下していた。続いて穂の乾物重
の推移を見ると、いずれの時期も有意な系統間差は認められなかった（図 2-3C、表 2-4）。穂の乾
物重への遮光処理の効果は登熟中期以降に見られ、遮光処理により低下していた。最後に地上
部全体の乾物重の推移を見てみると、系統間差、処理効果ともに稈・葉鞘と同様の傾向が見られ
た（図 2-3D、表 2-5）。すなわち、出穂期と収穫期においては、agpl1はWTL1よりも乾物重が低く、
どちらの系統も遮光処理により登熟中期以降の乾物重の低下が認められた。 
 
 2-3-3. OsAGPL1欠損変異体の稈・葉鞘における NSC濃度と含量、およびその推移 
 agpl1 における主茎の稈と葉鞘における AGP 活性の低下とそれに伴うデンプン濃度の低下（図
1-4B, C）が株全体の NSC 濃度に与える影響を明らかにするため、乾燥試料を用いて、登熟期の
株全体の稈・葉鞘の NSC 濃度を測定した（図 2-4）。その結果、測定したいずれの年次、時期にお
いても agpl1はデンプン濃度が著しく低下していた。可溶性糖類濃度はWTL1よりも高い傾向にあ
ったが、デンプン濃度の低下を補うほどではなかったため、デンプン濃度と可溶性糖濃度の和で
表される NSC濃度は agp11で大きく低下していた。続いて、得られた NSC濃度と、各個体の乾物
重の測定結果をもとに株あたりの NSC含量を算出した（図 2-5、表 2-6）。同時に、出穂期から NSC
含量が最も低くなる登熟中期までに稈・葉鞘から減少した NSCの量（見かけ穂への NSC転流量、
ΔNSC）と、その割合（見かけの NSC 転流率）を推定した（表 2-6）。その結果、登熟中期における
NSC含量は年次間のばらつきが非常に大きく、そのため、ΔNSCやNSC転流率も大きくばらつい
ていた。しかし年次間の平均を取ると、WTL1におけるΔNSCとNSC転流率は遮光処理により大き
く増加する傾向にあることがわかった（表 2-6）。また agpl1 では、年次や測定時期を問わず一貫し
て NSC含量が低く、そのためΔNSC も最大で 1.06 g 株-1（対照区 2013年）と低い値であり、遮光
処理による影響も小さかった。 
 
2-3-4. OsAGPL1欠損変異体における収量および収量構成要素 
 WTL1 と agpl1 の収量および収量構成要素を表 2-7 に示した。まず系統間差をみると、agpl1 で
は穂数が増加しており、一穂籾数は低下しているものの、それらの積で求められる株あたりの総籾
数は増加傾向にあった。しかし、登熟歩合と千粒重は低下しており結果として収量はわずかに低
下していた。続いて遮光処理の効果を見てみると、遮光処理により、登熟歩合と千粒重が低下し、
これにより収量が低下していた。agpl1のWTL1に対する収量の低下程度を処理区ごとに見てみる
と、対照区では平均して4%の低下なのに対し、遮光区では23%の低下と遮光処理により収量の低
下程度が大きく増大していた。この agpl1 での遮光処理による低下程度の増大は、収量構成要素
 ごとにみても測定したすべての要素において同様の傾向が見られ、特に穂数と総籾数に関しては
処理と系統の間に交互作用が認められた。 
 
2-3-5. OsAGPL1 欠損変異体における収量の減少程度と NSC 関連形質、および気象データの関
連性 
 稈・葉鞘に蓄積する NSC がイネの籾生産能力に及ぼす影響と気象条件の関連性を明らかにす
るため、WTL1 に対する agpl1 の収量比（同条件で栽培した WTL1 に対して agpl1 でどの程度収
量が低下していたかを示す指標、すなわち、agpl1 では NSC 濃度が極めて低くなっているため、
WTL1 の子実の登熟における茎部 NSC 寄与率の指標（収量比が低いほど NSC 寄与率が高い）
（考察2.4.2で詳述））とNSC関連形質および気象データの相関を分析した。まず、WTL1に対する
agpl1 の収量比（agpl1/WTL1）と WTL1 における見かけの NSC 転流率（ΔNSC）および見かけの
NSC転流率との相関図をそれぞれ図 2-6A, Bに示した。するとΔNSCおよびNSC転流率ともに収
量比と有意な強い負の相関が認められた。またΔNSC と NSC転流率の間にはほぼ完全な正の相
関（ピアソンの積率相関係数 r = 1.000、データ未掲載）が認められたので、以後はΔNSCとの相関
図のみを示す。 
 続いて出穂からどの時期までの気象条件がΔNSC と最も強い相関があるかを明らかにするため、
出穂日のみ（1日間）から出穂日を含めた 40日間までの気象データを5日間刻みでまとめ、ΔNSC
との相関を調べた（表 2-8）。その結果、平均気温との相関では出穂後 10 日間から 20 日間まで、
平均全天日射量との相関では出穂後 10日間から 40日間までのデータをまとめた場合において有
意な相関が認められたが、いずれも出穂後 10日間までのデータをまとめた場合において最も強い
相関が見られた。また出穂後 10日間のデータをまとめた場合と、出穂後 6日から 10日までの 5日
間のみをまとめた場合のデータとの相関を比較すると、前者においてより強い相関が認められた。
以上から出穂 10日間の気象条件が NSC転流量に最も影響を与えると考えることができる。 
  そこで、出穂 10日間の気象条件とΔNSCおよびWTL1に対する agpl1の収量比（agpl1/WTL1）
との相関図を図 2-6C から F に示した。その結果、平均気温と平均全天日射量はΔNSC と有意な
強い負の相関が見られた。平均気温や全天日射量と収量比に関しては、有意ではないものの正
の相関関係がある傾向が見られた。またΔNSC の場合と同様に、平均気温と収量比の相関と、平
均全天日射量と収量比の相関を、使用する気象条件の時期や日数を変えて取ってみると、平均気
温との相関は出穂後 20日までの、平均全天日射量との相関では、出穂後 25 日までのデータをま
とめた場合に最も強い相関が認められた（表 2-8）。しかし、その相関係数はどちらも出穂後 10日ま
でのデータをまとめた場合の相関係数と大きな差はなかった。 
  
 2-4. 考察 
 
2-4-1. OsAGPL1欠損変異体の乾物生産能力 
 agpl1では茎部におけるデンプン合成が抑制されていることに加えて（図 1-3B, 4B, C）、分げつ数
と乾物の葉への分配率（葉重量比）が増大するなど草型も WTL1 と異なるようであった（図 1-10A、
表 1-4）。イネの草型はソース能にも影響を与える形質であるため、OsAGPL1の欠損は乾物生産能
力にも影響を与えている可能性が考えられた。しかし、第一章において述べた 2012年度単年の結
果では、agpl1の出穂期の地上部乾物重はWTL1とほとんど差がなかった（表 1-4）。しかしながら、
2010 年から 2013 年の 4 年間の平均では WTL1 よりもわずかに低下していた（図 2-3D、表 2-5）。
対照区における WTL1 と agpl1 の地上部乾物重の差を取ると 3.5g 株-1であり、これは稈・葉鞘の
乾物重値の差（3.1g 株-1）、稈・葉鞘の NSC 含量の差（2.34g 株-1）と大きく離れていなかった（表
2-3, 5）。しかし、年次ごとに比較すると、2011年や 2012年では地上部乾物重の差がそれぞれ、0.7 
g 株-1、0.2 g 株-1と小さいにも関わらず、NSC含量の差は 2.19 g 株-1、2.72 g 株-1とより高くなって
いた。そのため agpl1 における乾物重の低下を、NSC の低下によってのみ説明することは難しい。
故にこの乾物重の低下原因を本研究において明確に述べることはできないが、第四章で述べる分
げつ角度などの草型の変化と関わっている可能性も考えられるため、詳しい議論は第四章でもう
一度行う。 
 
2-4-2. 茎部における NSC蓄積量の低下が子実の登熟に及ぼす影響 
  古くから、茎部（稈・葉鞘）の NSC の子実の登熟への貢献度は寡照や低窒素などの不良条件
下で高まるとされている（Yoshida, 1972）。このことは、出穂期から登熟中期の間に、茎部から減少
する NSC の量（見かけの穂への NSC 転流量）が不良条件下では多くなることや（曾我, 野崎, 
1957; Nagata et al., 2001）、様々なイネの系統を異なる窒素条件下で栽培した際、見かけの NSC
転流量と収量に相関が見られることなどを根拠としている（Pan et al., 2011）。また炭素の放射性同
 位体（14C）によりラベルした CO2を出穂 10 日前にイネに与え、出穂期と収穫期に各部位における
14
C の存在量を測定することで、出穂期に栄養器官（稈、葉鞘、葉身）に蓄積していた炭素が、子
実に転流することが証明されている（Cook and Yoshida, 1972）。このフィリピンのロスバニョスにおい
て慣行の栽培条件下で行った実験では、登熟期間に栄養器官から減少した炭素のうち 77%が子
実へ転流し、残りは呼吸などにより失われたと見積もられている。しかし、前述のような不良登熟条
件下における茎部の NSC 減少量の増大が、呼吸による損失の増大などによるものではなく、穂へ
の転流量への増大だということを示した例は見当たらず、茎部に蓄積する NSCの子実の登熟への
貢献度が不良条件下において高まることは未だ直接的には証明されていない。 
本研究で用いた OsAGPL1 欠損変異体（agpl1）は、その野生型系統である WTL1 と比較して
70%以上出穂期における茎部のNSC蓄積量が低下していたが（図2-5、表2-6）、OsAGPL1を除い
て WTL1 とほぼ同一の遺伝的背景を持っているため、茎部における NSC 蓄積の意義を評価する
のに適した材料だと言える。agpl1は CO
2
濃度 390 μmol mol
-1
、PPFD 1500 μmol m
-2
 s
-1
における
光合成速度は出穂期では WTL1 と変わらなかった（図 2-2A）。しかし前節で述べた通り、agpl1 で
は、出穂期における地上部乾物重がわずかに低下しており、この傾向は収穫期においても見られ
た（図 2-3D、表 2-5）。そのため、OsAGPL1の欠損は個葉の光合成能力にはほとんど影響を与えな
いが、株全体の乾物生産能力にはなんらかの影響を与えている可能性がある。しかし収穫期にお
ける地上部乾物重の差はWTL1に対して、対照区では 4 ヶ年の平均で 6%、遮光区では 2 ヶ年の
平均で 10%の低下とあまり大きくなかった（表 2-5）。一方、agpl1の収量は、対照区では 4ヶ年の平
均でWTL1に対して 4%低下していたのに対し、遮光区では 2ヶ年の平均で 23%低下していた（表
2-7）。すなわち、agpl1 の対照区における収量の低下は、乾物生産能力の低下によって説明でき
たが、遮光区においては地上部乾物重の低下に対して、収量の低下が大きく、乾物生産能力の低
下だけでは説明することができなかった。だとすると、子実の登熟における炭素源は、光合成により
新たに固定された炭素（新たな乾物生産）と栄養器官から転流した NSC に起因するため、遮光区
における agpl1 の収量低下の主な原因は、茎部における NSC 蓄積量の低下にあると考えることが
 妥当である。このことは、茎部における NSCの蓄積が寡照条件下における子実の十分な登熟に必
要不可欠であることを直接的に示した初めての例であると言える。 
 上述のように、OsAGPL1 の欠損は乾物生産能力にも影響しているようであるが、その影響は小さ
く、agpl1における収量低下の主な原因は茎部における NSC蓄積量の低下にあるようであった。そ
のため、agpl1 の収量を同じ条件で栽培した対照系統（WTL1）の収量と比較することで、その条件
において、WTL1の茎部 NSC転流が子実の登熟にどの程度寄与しているか推定することができる。
言い換えると、WTL1に対するagpl1の収量比（agpl1/WTL1）は野生型イネ（WTL1）の子実の登熟
における茎部 NSC寄与率の指標となり得る（収量比が低いほど NSC寄与率が高い）。そこで、どう
いった年次や処理区において NSC の寄与率が高まるのかを明らかにするため、WTL1 に対する
agpl1 の収量比、NSC 関連形質、および気象データの相関解析を行った。その結果、収量比は
WTL1における見かけのNSC転流量（ΔNSC、茎部におけるNSCの減少量）や見かけのNSC転
流率と強い負の相関が認められた（図 2-6A, B）。すなわち、WTL1では茎部における NSCの減少
量が多い年次や処理区ほど、NSC 寄与率が高まることが明らかとなり、先行研究により示唆されて
いたことが（曾我, 野崎, 1957; Nagata et al., 2001; Nagata et al., 2001）、本研究により明確に証明さ
れた。 
 
2-4-3. 稈・葉鞘における NSC蓄積量と高温登熟の関係 
前節により、野生型系統（WTL1）における茎部 NSC の子実の登熟への寄与率は遮光処理によ
り高まることが明らかとなった。しかし、同じ遮光処理をしたにも関わらず 2011年ではWTL1に対し
て agpl1 の収量は 29%低下したのに対して、2012 年では 14%しか低下していなかった（表 2-7）。
また対照区においても 8%低下から 3%増加と OsAGPL1 欠損が収量に与える影響、すなわち
WTL1における茎部NSCの寄与率は年次ごとに大きくばらついていた。そこで、茎部NSCの寄与
率が高まる気象条件を明らかにするため、見かけの NSC 転流量（ΔNSC）および WTL1 に対する
agpl1の収量比と、平均気温および平均全天日射量の相関を取った。その結果、出穂後10日間に
 おける平均気温と平均全天日射量はΔNSC と強い負の相関が認められた（図 2-6C, D、表 2-8）。
また有意ではないものの、平均気温や平均全天日射量と収量比は正の相関がある傾向が見られ
た（図 2-6E, F、表 2-8）。以上の結果から、茎部 NSCは出穂後 10日間の気温が低く、日射量が少
ない時ほど穂へ多く転流し、子実の登熟への貢献度が高まることが明らかになった。 
日射量が少ない年次や処理区ほど茎部NSCの子実の登熟への貢献度が高まることは（図 2-6D, 
F）、先行研究の知見と一致する（曾我, 野崎, 1957; Nagata et al., 2001）。しかし、気温が低い年次
も同様の傾向が見られ（図 2-6C, E）、特に最も暑かった 2010年において、WTL1のΔNSCが最も
少なく、WTL1に対するagpl1の収量比が最も高かった（NSC寄与率が最も低かった）ことは予想に
反する結果であった（図 2-1、表 2-6, 7）。近年我が国では西日本を中心に登熟期の異常高温によ
る登熟障害が問題となっている（森田, 2011）。高温登熟障害は、収量を低下させるとともに、白未
熟粒の発生により玄米の外観品質を低下させるため、その経済的損失は甚だしい（Jagadish et al., 
2014）。そういった中で 2005 年に育成された「にこまる」は高温年においても収量と玄米品質が西
日本の主要品種である「ヒノヒカリ」と比較して高く、高温登熟耐性品種として注目されている（坂井
ら, 2007）。「にこまる」と「ヒノヒカリ」を比較したMorita and Nakano（2011）の報告によると、高温年に
おいて登熟歩合と稈・葉鞘の NSC蓄積量の間に正の相関があり、さらに NSC蓄積量と NSC転流
量の間に正の相関が見られたことから、「にこまる」の高いNSC蓄積量が高温下での安定的な穂へ
の炭素供給を可能とし、高温登熟耐性の付与に貢献していると考えられている。本研究では、玄
米の外観品質は調査をしていないが、登熟初期の気温が最も高かった 2010年においてWTL1の
収量が最も低くなっていることから（図 2-1, 表 2-7）、原品種が「日本晴」であるWTL1や agpl1 もこ
の年は高温登熟障害を受けていた可能性が高い。そのため、高温登熟耐性の付与にNSCが一役
買っているのであれば、NSC 蓄積量が極端に少ない agpl1 の収量は大きく減少するはずである。
しかし実際は、前述のように 2010年において最もWTL1 との収量の差が小さかった（表 2-7）。この
ことは稈・葉鞘の NSC 蓄積量の低下はイネの高温登熟耐性を低下させず、高温年ではむしろ
NSC に頼らずに登熟しているということを示している。しかし、本研究は「日本晴」の突然変異系統
 を用いた点で、「ヒノヒカリ」と「にこまる」を用いたMorita and Nakano（2011）の研究とは異なっており、
また「にこまる」の高い高温登熟耐性は、「ヒノヒカリ」や「日本晴」と異なり、高温登熟下でも NSC の
転流効率が高く、NSC を有効に利用できることにあると考えることもできる。そのため本研究の結果
はMorita and Nakano（2011）の結果と必ずしも矛盾するものではない。高温登熟障害の原因として
は稈・葉鞘の NSC 供給を含めた炭水化物の穎果への供給能力、すなわちソース能力の低下にあ
るとする報告と（小葉田ら, 2004）、穎果でのデンプン合成能力、すなわちシンク活性の低下にある
とする報告が存在しており（Yamakawa et al., 2007; Kim et al., 2011）、未だ不明な点が多い。今後
高温登熟障害の発生機構がさらに詳細に明らかになることにより、稈・葉鞘の NSC と高温登熟障
害の関係がより明確になるものと思われる。その際、本研究における低NSC変異体（agpl1）の異常
高温年（2010年）の解析結果も大いに貢献するものとなろう。 
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図2-1. 東京大学大学院農学生命科学付属生態調和農学機構（西東京市）における7日間の平均気温と
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表 2-1. 圃場試験における移植日およびサンプリング日 
年次 処理 系統 移植日 出穂期 登熟中期 a 収穫期 a 
2010 対照 
WTL1 5/25 8/18 9/9 (22) 10/13 (56) 
agpl1 5/25 8/20 9/9 (20) 10/13 (54) 
2011 
対照 
WTL1 5/24 8/15 9/6 (22) 9/30 (46) 
agpl1 5/24 8/17 9/7 (21) 10/3 (47) 
遮光 
WTL1 5/24 8/15 9/6 (22) 10/6 (52) 
agpl1 5/24 8/17 9/7 (21) 10/6 (50) 
2012 
対照 
WTL1 5/25 8/14 9/3 (20) 9/28 (45) 
agpl1 5/25 8/17 9/6 (20) 10/2 (46) 
遮光 
WTL1 5/25 8/14 9/3 (20) 10/5 (52) 
agpl1 5/25 8/17 9/6 (20) 10/6 (50) 
2013 対照 
WTL1 5/23 8/16 9/3 (18) 9/30 (45) 
agpl1 5/23 8/20 9/7 (18) 10/4 (45) 
aカッコ内の数字は出穂日からの日数を表す。 
  
010
20
30
光合成速度
WTL1 agpl1
0
10
20
30
40
50
0 10 20 30 40 50 60
WT agpl1 WT agpl1
μm
ol
C
O
2
m
-2
 s
-1
m
m
ol
H
2O
 m
-2
s-
1
(A)
(C)
(B)
S
P
A
D
値
出穂後日数
図2-2. agpl1の光合成速度（A）と気孔伝導度（B）（2013年）およびSPAD値（C）（2012
年）。光合成速度と気孔伝導度の測定は主茎の止葉を用いて、CO2濃度390 μmol
mol-1、PPFD 1500 μmol m-2 s-1で午前10時から12時の間に行った。データは平均値と
標準誤差を示す（n=6 (A, B), n=12 (C)）。n.s.はt検定において有意差がないことを示
す。異なるアルファベットはR-E-G-Wの多重比較（出穂後50日はt検定）において、5%
水準で有意であることを示す。
n.s. n.s.
a
b
b
a
a
b
a
a
a
b
a
a
a
b
b
a
ab
b
c
a
ab
b
c
a
b
0
200
400
600
800
1000
気孔伝導度
対照区 遮光区
a
010
20
30
40
出穂期 登熟中期 収穫期
0
5
10
15
20
0
5
10
15
20
0
2
4
6
8
10
WTL1 agpl1 WTL1 agpl1
gD
W
株
-1
図2-3. agpl1の乾物重の推移の4年間（対照区）または2年間（遮光
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表 2-2. agpl1の葉身における乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL1 8.4 ± 0.4 7.5 ± 0.4  7.0 ± 0.3 
agpl1 7.2 ± 0.5 8.0 ± 0.3 7.0 ± 0.4 
agpl1/WTL1 0.86 1.06 0.99 
2011 
WTL1 9.0 ± 0.4 8.7 ± 0.6 7.9 ± 0.7 
agpl1 9.1 ± 0.8 7.7 ± 0.5 8.1 ± 0.6 
agpl1/WTL1 1.00  0.89 1.03 
2012 
WTL1 6.5 ± 0.3 7.1 ± 0.2 7.2 ± 0.4 
agpl1 7.1 ± 0.5 6.7 ± 0.2 7.9 ± 0.5 
agpl1/WTL1 1.10  0.94 1.10  
2013 
WTL1 8.7 ± 0.5 6.3 ± 0.3 6.5 ± 0.3 
agpl1 7.8 ± 0.3 7.2 ± 0.5 5.5 ± 0.3 
agpl1/WTL1 0.89 1.13 0.84 
平均値 
WTL1 8.15  7.40  7.15  
agpl1 7.80  7.40  7.13  
agpl1/WTL1 0.96  1.00  1.00  
遮光区 
2011 
WTL1 9.0 ± 0.8 7.6 ± 0.6 6.6 ± 0.6 
agpl1 8.8 ± 0.9 8.7 ± 0.9 6.2 ± 0.2 
agpl1/WTL1 0.98  1.14  0.94  
2012 
WTL1 6.3 ± 0.3 6.4 ± 0.4 6.4 ± 0.3 
agpl1 6.5 ± 0.4 6.4 ± 0.4 6.1 ± 0.3 
agpl1/WTL1 1.03  1.00  0.95  
平均値 
WTL1 7.65  7.00  6.50  
agpl1 7.65  7.55  6.15  
agpl1/WTL1 1.00  1.08  0.95  
分散分析 
処理 n.s. n.s. ** 
年次 ** ** ** 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. * n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。**および*は分散分析において 1%
または 5%水準で有意差があることを示す。 
  
表 2-3. agpl1の稈・葉鞘における乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL1 20.1 ± 1.2 19.7 ± 1.1 22.6 ± 1.0 
agpl1 14.2 ± 1.1 17.4 ± 0.6 19.0 ± 0.9 
agpl1/WTL1 0.71 0.89 0.84 
2011 
WTL1 17.7 ± 0.9 16.2 ± 1.1 19.1 ± 1.4 
agpl1 16.2 ± 1.5 15.0 ± 1.1 17.4 ± 1.5 
agpl1/WTL1 0.92 0.93 0.91 
2012 
WTL1 15.1 ± 0.6 16.8 ± 0.6 21.2 ± 1.1 
agpl1 14.0 ± 0.9 14.3 ± 0.6 20.5 ± 1.0 
agpl1/WTL1 0.93 0.86 0.97 
2013 
WTL1 18.6 ± 1.3 14.8 ± 0.5 19.2 ± 0.9 
agpl1 14.9 ± 0.7 16.0 ± 0.7 14.9 ± 0.9 
agpl1/WTL1 0.80  1.08 0.79 
平均値 
WTL1 17.9  16.9  20.5  
agpl1 14.8  15.7  18.0  
agpl1/WTL1 0.83  0.93  0.87  
遮光区 
2011 
WTL1 16.7 ± 1.6 13.2 ± 1.2 16.6 ± 1.5 
agpl1 14.4 ± 1.0 14.8 ± 1.7 14.3 ± 0.6 
agpl1/WTL1 0.86  1.12  0.86  
2012 
WTL1 14.0 ± 0.9 14.2 ± 0.7 19.4 ± 1.2 
agpl1 12.1 ± 0.9 13.6 ± 0.8 15.2 ± 1.0 
agpl1/WTL1 0.86  0.96  0.78  
平均値 
WTL1 15.4  13.7  18.0  
agpl1 13.3  14.20¥  14.8  
agpl1/WTL1 0.86  1.04  0.82  
分散分析 
処理 n.s. * ** 
年次 ** ** ** 
系統 ** n.s. ** 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。**および*は分散分析において 1%ま
たは 5%水準で有意差があることを示す。 
  
表 2-4. agpl1の穂における乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL1 4.3 ± 0.3 17.0 ± 1.0 17.4 ± 0.9 
agpl1 3.7 ± 0.4 18.3 ± 1.0 18.9 ± 1.0 
agpl1/WTL1 0.86 1.08 1.08 
2011 
WTL1 4.2 ± 0.2 19.3 ± 1.3 20.8 ± 1.1 
agpl1 4.0 ± 0.4 15.0 ± 1.2 19.8 ± 1.6 
agpl1/WTL1 0.95 0.78 0.96 
2012 
WTL1 3.6 ± 0.2 17.9 ± 0.5 19.7 ± 0.6 
agpl1 3.8 ± 0.3 15.5 ± 0.6 21.7 ± 1.3 
agpl1/WTL1 1.06 0.86 1.10  
2013 
WTL1 3.9 ± 0.2 15.2 ± 1.1 18.9 ± 0.9 
agpl1 3.9 ± 0.2 15.6 ± 1.4 14.9 ± 0.9 
agpl1/WTL1 1.00  1.02 0.79 
平均値 
WTL1 4.0  17.4  19.2  
agpl1 3.9  16.1  18.8  
agpl1/WTL1 0.96  0.93  0.98  
遮光区 
2011 
WTL1 4.06 ± 0.3 15.3 ± 2.5 15.8 ± 2.3 
agpl1 3.55 ± 0.32 13.3 ± 1.2 16.0 ± 1.4 
agpl1/WTL1 0.87  0.87  1.01  
2012 
WTL1 3.3 ± 0.2 15.4 ± 0.8 17.7 ± 1.2 
agpl1 3.2 ± 0.2 13.3 ± 1.0 16.2 ± 1.0 
agpl1/WTL1 0.97  0.86  0.92  
平均値 
WTL1 3.7  15.4  16.8  
agpl1 3.4  13.3  16.1  
agpl1/WTL1 0.92  0.87  0.96  
分散分析 
処理 n.s. ** ** 
年次 n.s. n.s. ** 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。**および*は分散分析において 1%または
5%水準で有意差があることを示す。 
 
表 2-5. agpl1の地上部乾物重 [gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL1 32.7 ± 1.7 44.2 ± 2.4 47.1 ± 1.9 
agpl1 25.1 ± 1.9 43.8 ± 1.7 44.9 ± 2.2 
agpl1/WTL1 0.77 0.99 0.95 
2011 
WTL1 31.0 ± 1.4 44.1 ± 2.9 47.7 ± 3.1 
agpl1 29.3 ± 2.7 37.7 ± 2.7 45.3 ± 3.6 
agpl1/WTL1 0.95 0.85 0.95 
2012 
WTL1 25.1 ± 1.0 41.8 ± 1.0 48.1 ± 1.9 
agpl1 24.9 ± 1.7 36.5 ± 1.3 50.1 ± 2.7 
agpl1/WTL1 0.99 0.87 1.04 
2013 
WTL1 31.2 ± 2.0 36.4 ± 1.7 44.6 ± 2.1 
agpl1 26.5 ± 1.2 38.8 ± 2.5 35.1 ± 1.9 
agpl1/WTL1 0.85 1.07 0.79 
平均値 
WTL1 30.0  41.6  46.9  
agpl1 26.5  39.2  43.9  
agpl1/WTL1 0.88  0.94  0.94  
遮光区 
2011 
WTL1 29.8 ± 2.6 36.0 ± 4.2 39.1 ± 4.2 
agpl1 26.8 ± 2.2 36.7 ± 3.7 36.5 ± 2.1 
agpl1/WTL1 0.90  1.02  0.93  
2012 
WTL1 23.6 ± 1.4 36.0 ± 1.8 43.5 ± 2.6 
agpl1 21.9 ± 1.5 33.4 ± 2.2 37.6 ± 2.2 
agpl1/WTL1 0.93  0.93  0.86  
平均値 
WTL1 26.7  36.0  41.3  
agpl1 24.4  35.1  37.1  
agpl1/WTL1 0.91  0.97  0.90  
分散分析 
処理 n.s. ** ** 
年次 ** * ** 
系統 ** n.s. * 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。**および*は分散分析において 1%または
5%水準で有意差があることを示す。 
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図2-4. agpl1の稈・葉鞘におけるNSC濃度の推移。データは平均値と標準誤差を示す（n≥3）。
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表 2-6. agpl1の NSC含量の推移 
処理区 年次 系統 
NSC量 (g 株-1) ΔNSC 
(g 株-1) 
NSC 
転流率(%) 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL1 3.26 ± 0.17 3.25 ± 0.27 3.80 ± 0.22 0.01  0.2  
agpl1 0.75 ± 0.08 0.69 ± 0.07 0.46 ± 0.03 0.07  8.7  
agpl1/WTL1 0.23 0.21 0.12 9.10  39.24  
2011 
WTL1 3.11 ± 0.17 1.88 ± 0.28 3.84 ± 0.29 1.23  39.6  
agpl1 0.92 ± 0.10 0.33 ± 0.06 1.01 ± 0.07 0.59  63.8  
agpl1/WTL1 0.30  0.18  0.26  0.48  1.61  
2012 
WTL1 3.55 ± 0.20 3.54 ± 0.31 4.93 ± 0.49 0.02  0.4  
agpl1 0.83 ± 0.04 0.18 ± 0.07 1.52 ± 0.12 0.65  78.4  
agpl1/WTL1 0.23 0.05 0.31 41.05  176.20  
2013 
WTL1 3.16 ± 0.38 2.77 ± 0.10 2.59 ± 0.37 0.39  12.5  
agpl1 1.21 ± 0.12 0.15 ± 0.03 0.08 ± 0.01 1.06  87.83  
agpl1/WTL1 0.38 0.05 0.03 2.69  7.05  
平均値 
WTL1 3.27  2.86  3.79  0.41  13.17  
agpl1 0.93  0.34  0.77  0.59  59.67  
agpl1/WTL1 0.28  0.12  0.20  1.44  4.53  
遮光区 
2011 
WTL1 3.20 ± 0.45 0.61 ± 0.43 2.73 ± 0.36 2.59  80.9  
agpl1 0.80 ± 0.04 0.12 ± 0.05 0.93 ± 0.04 0.68  84.9  
agpl1/WT 0.25  0.20  0.34  0.26  1.05  
2012 
WTL1 3.13 ± 0.22 2.33 ± 0.26 3.87 ± 0.26 0.80  25.6  
agpl1 0.59 ± 0.02 0.08 ± 0.03 1.03 ± 0.14 0.51  86.27  
agpl1/WT 0.19  0.03  0.27  0.64  3.37  
平均値 
WTL1 3.16  1.47  3.30  1.69  53.27  
agpl1 0.70  0.10  0.98  0.60  85.60  
agpl1/WTL1 0.22  0.07  0.30  0.35  1.61  
分散分析 
処理 n.s. ** ** - - 
年次 n.s. ** ** - - 
系統 ** ** ** - - 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. - - 
処理×系統 n.s. ** n.s. - - 
年次×系統 n.s. ** n.s. - - 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥3）。a出穂期から登熟中期にかけての NSC転流量。ｂ出穂期の NSC含量の
うち登熟中期までに転流した割合。 
表 2-7. agpl1の収量および収量構成要素 
処理 年次 系統 
穂数 
 (hill
-1
) 
一穂籾数 
総籾数 
(hill
-1
) 
登熟歩合 
(%) 
千粒重 
 (g) 
収量 
（g m-2） 
対照区 
2010 
WTL1 8.9 ± 0.4 92.2 ± 2.6 826 ± 50 68.0 ± 2.4 27.0 ± 0.2 338 ± 25 
agpl1 10.6 ± 0.4 86.0 ± 1.6 908 ± 33 66.9 ± 1.3 25.6 ± 0.1 347 ± 17 
agpl1/WTL1 1.19  0.93  1.10  0.98  0.95  1.03  
2011 
WTL1 9.8 ± 0.4 92.2 ± 3.2 901 ± 50 72.9 ± 1.8 28.3 ± 0.3 410 ± 20 
agpl1 12.0 ± 0.8 92.4 ± 4.5 1088 ± 42 60.1 ± 1.4 25.9 ± 0.3 377 ± 18 
agpl1/WTL1 1.23  1.00  1.21  0.82  0.92 0.92 
2012 
WTL1 10.0 ± 0.3 84.5 ± 1.3 845 ± 27 73.2 ± 2.8 27.6 ± 0.2 380 ± 21 
agpl1 12.5 ± 0.7 76.7 ± 2.1 953 ± 45 66.0 ± 1.5 25.7 ± 0.2 360 ± 22 
agpl1/WTL1 1.25  0.91  1.13  0.90  0.93  0.95  
2013 
WTL1 9.0 ± 0.6 86.8 ± 2.8 776 ± 48 78.6 ± 1.9 28.3 ± 0.2 385 ± 26 
agpl1 12.3 ± 0.4 77.4 ± 2.2 958 ± 47 66.8 ± 1.9 25.9 ± 0.2 370 ± 24 
agpl1/WTL1 1.37  0.89  1.23  0.85  0.92  0.96  
平均値 
WTL1 9.4  88.9  837  73.2  27.8  378  
agpl1 11.9  85.0  977  65.0  25.8  364  
agpl1/WTL1 1.26  0.96  1.17  0.89  0.93  0.96  
遮光区 
2011 
WTL1 10.6 ± 0.7 97.0 ± 3.2 1024 ± 60 67.5 ± 1.7 27.6 ± 0.4 425 ± 30 
agpl1 11.5 ± 0.4 89.3 ± 2.2 1025 ± 37 53.7 ± 1.9 24.8 ± 0.2 303 ± 15 
agpl1/WTL1 1.08  0.92  1.00  0.80  0.90  0.71  
2012 
WTL1 10.0 ± 0.4 84.7 ± 2.9 845 ± 39 64.1 ± 2.6 26.8 ± 0.4 325 ± 26 
agpl1 10.5 ± 0.3 82.4 ± 2.6 866 ± 41 58.1 ± 1.7 24.9 ± 0.3 278 ± 15 
agpl1/WTL1 1.05  0.97  1.03  0.91  0.93  0.86  
平均値 
WTL1 10.3  90.9  935  65.8  27.2  375  
agpl1 11.0  85.9  946  55.9  24.9  291  
agpl1/WTL1 1.07  0.94  1.01  0.85  0.91  0.77  
分散分析 
処理 n.s. n.s. n.s. ** ** ** 
年次 * n.s. n.s. * n.s. n.s. 
系統 ** ** n.s. ** ** ** 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 * n.s. ** n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. ** * ** * n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
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温、(D) WTL1におけるNSC転流量（ΔNSC）とWTL1の出穂後10日間の平均全天日射量、(E)
WTL1の出穂後10日間の平均気温と収量比（agpl1/WTL1）、(F) WTL1の出穂後10日間の平均全
天日射量と収量比（agpl1/WTL1）。各プロットは各年次の平均値を示し、黒塗りは対照区、白抜き
は遮光区を示す。rはピアソンの積率相関係数を、**および*は1%または5%水準で有意差があるこ
とを示す。
(A) (B)
(C) (D)
(E) (F)
r = -0.925** r = -0.923**
r = -0.856*
r = -0.934**
r = 0.683 r = 0.788
表 2-8. 用いる気象データの日数が 
NSC関連形質およびWTL1 と agpl1の収量比の相関に及ぼす影響 
 日数 a 
平均気温： 
転流量 
平均気温： 
収量比 
平均日射量： 
転流量 
平均日射量： 
収量比 
1日間 -0.410 -0.065 -0.184 0.428 
5日間 -0.585 -0.300 -0.612 0.669 
10日間 -0.856* 0.683 -0.934** 0.788 
15日間 -0.831* 0.642 -0.916* 0.757 
20日間 -0.829* 0.695 -0.924** 0.795 
25日間 -0.808 0.667 -0.927** 0.796 
30日間 -0.781 0.591 -0.898* 0.755 
35日間 -0.607 0.395 -0.894* 0.768 
40日間 -0.607 0.316 -0.889* 0.768 
6日から 10日 -0.835* 0.628 -0.822* 0.589 
a主穂日からの日数。各値はピアソンの積率相関係数を、**および*は 1%または
5%水準で有意差があることを示す。太字は各項目における最大値を示す。 
  
 第三章 葉身におけるデンプン蓄積の低下が乾物生産に及ぼす影響 
 
 
3-1. 緒言 
  
植物がその葉にデンプンを蓄積することの意義は、光合成のできない夜間における呼吸や成長
と関連付けて説明されることが多い（Stitt and Zeeman, 2012）。しかしソース葉のデンプン蓄積に関
する研究の多くは、シロイヌナズナなどショ糖よりもデンプンを多く蓄積する葉（デンプン葉）を持つ
植物種を用いたものが大半を占めている。そのため、イネのようにデンプンよりもショ糖を多く蓄積
する葉（糖葉）を持つ植物種における葉のデンプン蓄積の生理的意義は依然不明な点が多い。 
第一章により、OsAGPL3 欠損変異体（agpl3）では、生育期間を通して葉身のデンプン濃度が著
しく低いにも関わらず、栄養成長にはほとんど影響がないことが明らかになった。一方、デンプン葉
を持つシロイヌナズナや Nicotiana sylvestris の低デンプン変異体では、生育が悪化するため
（Caspar et al., 1985; Lin et al., 1988; Huber and Hanson, 1992; Ragel et al., 2013）、デンプン葉と糖
葉ではデンプン蓄積の生理的意義が大きくことなることが示唆された。そこで本章では、agpl3 の生
育や収量、光合成能力を詳細に調査することで、糖葉であるイネの葉身におけるデンプン蓄積の
生産生理学的意義について考察した。 
  
 3-2. 材料および方法 
  
3-2-1. 供試材料と栽培 
 供試材料は第一章で用いた OsAGPL3 変異系統（agpl3）とその対照系統（WTL3）とした。糖・デ
ンプン濃度の日変化の測定と初期生育の解析では、明期 27℃/暗期 23℃、湿度 60％、PPFD 約
400 μmol m
-1
s
-1 に制御された人工気象器（LPH-240SP、日本医科器械製作所）内で栽培した。そ
の他の実験は、東京大学大学院農学生命科学研究科附属生態調和農学機構（東京都西東京市: 
北緯 35.4°東経 139.3°標高 58.6m）内の水田圃場で 2010年から 2013年の 4ヶ年にわたって栽
培したイネを用いた。同機構内における各年次の 7日間の平均気温と、平均全天日射量は第二章
と同様である（図 2-1）。栽植密度と施肥は第一章および第二章と同様にし、表 3-1 で示した日に 1
株 1本植で移植して栽培した。2010年と 2011年は 1区画を 2.1 m×2.1 m として各系統について
2反復ずつ設けた。2012年は対照区では 2.4 m×2.4 m、遮光区では 2.1 m×1.5 m として各系統
につき 2反復ずつ設けた。2013年は対照区と遮光区では 1区画を 2.1 m×1.5 m、株間引き区で
は 3.0 m×1.5 mとし、各系統につき 3反復ずつ設けた。遮光処理は穂揃い期から収穫期まで遮光
率 35%の寒冷紗を用いて区画全体を覆うことで行い、株間引き処理は穂揃い期に半数の株を地
際から刈り取ることで栽植密度を 30cm×15cmから 30cm×30cmに変更することで行った。 
 
3-2-2. 糖・デンプン濃度、乾物重、NSC含量、SPAD値、光合成速度の測定 
糖・デンプン濃度、乾物重、NSC含量、SPAD値および光合成速度の測定は第一章および第二
章と同様の方法で行った。乾物重とNSC含量の測定に用いたサンプルは表 3-1で示した日にサン
プリングした。SPAD値と光合成速度の測定は 2013年度にのみ行った。 
 
 
 
 3-2-3. 初期生育の評価 
 草丈、茎数および乾物重は第一章と同様にして測定した。葉齢は星川（1975）の方法に準じて測
定した。その際、展開中の葉の葉鞘の外側に出ている部分の長さも測定し、それを後日測定した
その葉齢の完全展開後の葉の長さのおおよその平均値で割ることで小数点以下の値を算出した。 
 
3-2-4. 統計処理 
第一章と同様に t 検定、一元配置分散分析、R-E-G-W による多重比較、および多変量分散分
析は SPSS13.0 for Windows （IBM）を用いて行った。 
  
 3-3. 結果 
 
3-3-1. OsAGPL3欠損変異体の糖・デンプン濃度の日変化 
 まず初めに agpl3とその対照系統（WTL3）の播種後 28日（約 7 葉期）における葉身と茎部の糖・
デンプン濃度の日変化を測定した。まず葉身について述べると、WTL3 では明期の間にデンプン
濃度が増加し、暗期の間に減少していくという明確な日変化が見られたが、agpl3 では一貫して低
いデンプン濃度を示していた（図 3-1A）。ショ糖濃度は両系統ともに明確な日変化が見られたが、
暗期の終わりではWTL3より agpl3の方が低く、明期の終わりでは agpl3の方が高かった（図 3-1B）。
ブドウ糖と果糖濃度はWTL3、agpl3ともに明確な日変化は見られなかった（図 3-1C, D）。またデン
プン濃度と可溶性糖濃度の和で表されるNSC濃度は暗期の終わりでは agpl3の方が低かったが、
明期の終わりではWTL3 と agpl3の間に差はなかった（図 3-1E）。 
 続いて茎部に関して述べると、デンプン濃度は WTL3 では暗期の終わりに高くなったが、agpl3
では日変化が見られなかった（図 3-2A）。どちらの系統もショ糖濃度は明期の間に増加し、暗期の
間に低下していた（図 3-2B）。しかし明期の終わりでは agpl3 の方が高かった。ブドウ糖と果糖およ
び NSC濃度はどちらの系統においても明確な日変化を示しておらず、系統間差も認められなかっ
た（図 3-2C, D, E）。 
 
3-3-2. 異なる日長条件における OsAGPL3欠損変異体の初期生育 
 シロイヌナズナや N. sylvestrisの低デンプン変異体では、野生型と比較して生育が悪化していた
が、その悪化程度は長日条件よりも短日条件下で栽培した時の方が著しい（Caspar et al., 
1985;Lin et al., 1988; Huber and Hanson, 1992; Ragel et al., 2013）。第一章で示したように、西東京
市の夏期（長日条件）に圃場で栽培した agpl3 の栄養成長は野生型と差が見られなかったが（図
1-11、表 1-5）、短日条件下では生育が悪化する可能性が考えられた。そこで長日条件（明期 14時
間）に加えて、短日条件（明期 10時間）下における agpl3の初期生育をWTL3と比較した（図 3-3）。
 両系統ともに草丈については日長による差は認められなかったが、葉齢、茎数、乾物重について
は播種後 28 日においては短日条件下で低い値を示した。しかし、系統間差はいずれの生育条件
および形質においても認められなかった。 
 また糖・デンプン濃度は長日条件、短日条件ともに日変化の測定（長日条件、図 3-1, 2）と同様の
傾向を示した（図 3-4）。すなわち、葉身のデンプン濃度は明期の終わり、暗期の終わりともに agpl3
で著しく低く、ショ糖濃度は明期の終わりで高く、暗期の終わりで低かった（図 3-3A, B）。NSC濃度
は明期の終わりでは系統間差は見られず、暗期の終わりでは agpl3 で低かった（図 3-3C）。また茎
部においてはショ糖濃度と NSC濃度は明期の終わりにおいて agpl3で高かった（図 3-3E, F）。 
 
3-3-3. OsAGPL3欠損変異体の登熟期における乾物重と茎部 NSCの推移 
 前節の結果により agpl3の初期生育は日長条件に関わらずWTL3と変わらないことが明らかにな
った（図 3-3）。続いて OsAGPL3の欠損がイネの生産性に与える影響を明らかにするため、水田圃
場で栽培した agpl3 の登熟期における乾物重と茎部（稈・葉鞘）NSC の推移を評価した。その際、
穂揃い期から収穫期にかけて遮光処理を施した区を設けることで、登熟期の日射量の改変が及ぼ
す影響を評価した。 
まず葉身の乾物重の推移を図 3-5Aおよび表 3-2 に示し、その分散分析の結果を表 3-3に示し
た。対照区、遮光区ともに葉身の乾物重は年次によるばらつきが認められるものの概して大きな系
統間差はなく、登熟中期や収穫期では有意な差は認められなかった。一方、遮光処理により収穫
期の乾物重のみが有意に低下した。続いて稈・葉鞘の乾物重の推移を図 3-5B および表 3-4 に示
し、その分散分析の結果を表 3-5 に示した。稈・葉鞘の乾物重も年次によるばらつきが認められ、
有意な系統間差は見られなかった。一方、遮光処理により登熟中期以降の乾物重が有意に低下
した。次に穂の乾物重の推移を図 3-5Cおよび表 3-6に示し、その分散分析の結果を表 3-7に示し
た。分散分析による有意差は認められなかったものの、収穫期の乾物重は対照区では年次を問わ
ず agpl3 で低い傾向にあったが、遮光区ではそのような傾向は見られなかった。稈・葉鞘と同様、
 遮光処理により登熟中期以降に穂の乾物重が有意に低下した。葉身、稈・葉鞘、穂の乾物重の和
で表される地上部乾物重の測定結果を図3-5Dおよび表3-8に示し、その分散分析の結果を表3-9
に示した。地上部乾物重は穂の乾物重と同様の傾向を示し、対照区の収穫期でのみ年次を問わ
ずagpl3で低い傾向を示した。稈・葉鞘や穂と同様、遮光処理により、登熟中期以降の地上部乾物
重は有意に低下した。 
 NSC 含量の推移を図 3-6 および表 3-10 に示し、その分散分析の結果を表 3-11 に示した。登熟
中期までの NSC 含量には有意な系統間差は認められず、また年次間で一貫した傾向も見られな
かった。収穫期においては、対照区においてのみ agpl3 で低い傾向が見られ、処理と系統の間に
有意な交互作用が認められた。 
 
3-3-4. OsAGPL3欠損変異体の収量 
 続いて agpl3の対照区と遮光区における収量および収量構成要素を表3-12に示し、その分散分
析の結果を表 3-13 に示した。対照区における agpl3 の収量はいずれの年次も WTL3 よりも低く、
平均して 11%低下していた。しかし遮光区ではいずれの年次も WTL3 と agpl3 の収量の差はほと
んど見られず、また agpl3 の方が低い年次はなかった。分散分析の結果、収量に有意な系統間差
が認められ、処理と系統の交互作用も有意に存在していた。収量構成要素について述べると、対
照区では穂数と登熟歩合がそれぞれ平均して 5%程度低下しており、これらが収量低下の要因だ
と考えられた。 
 
3-3-5. 株間引き処理がOsAGPL3欠損変異体の登熟期における乾物重と茎部NSCに及ぼす影響 
 前節までの結果から agpl3 は通常の栽培条件では収量が低下するが、遮光処理によりその低下
は見られなくなることが明らかになった（表 3-12）。このことは、agpl3は光環境が良好な時にのみ乾
物生産能力が低下することを示唆している。そこで 2013年においては agpl3の乾物生産能力と登
 熟期の光環境との関連性をさらに検討するため、穂揃い期に株間引き処理を行うことで、登熟期の
光環境を改善して栽培した。 
 まず株間引き処理の乾物重への影響について述べると、分散分析による有意差は認められない
ものの、いずれの部位に関しても登熟中期以降におけるWTL3と agpl3の差は株間引きにより大き
くなる傾向にあった（図 3-7、表 3-14, 15, 16, 17）。同様に NSC 含量に関しても、収穫期における
WTL3 と agpl3の差は株間引きにより大きくなる傾向にあった（図 3-8、表 3-18）。 
 
3-3-6. 株間引き処理が OsAGPL3欠損変異体の収量に及ぼす影響 
 続いて対照区と株間引き区における収量および収量構成要素の測定結果を表 3-19 に示した。
その結果、agpl3 における収量の低下程度は株間引き処理により非常に大きくなり、対照区では
WTL3 の 6%であった低下割合が 29%にも上った。また分散分析において系統と処理の間に有意
な交互作用が認められた。収量構成要素について述べると、株間引き区処理によりagpl3における
穂数の低下程度が大きくなり、系統と処理の間に交互作用が認められた。 
 
3-3-7.  OsAGPL3欠損変異体の葉身ソース能 
 前節で述べた agpl3 における収量低下の原因を検討するため、登熟期における SPAD 値と CO2
濃度 390 μmol mol-1、PPFD 1500 μmol m-2 s-1における光合成速度と気孔伝導度、および糖・デン
プン濃度の推移を測定した。まず SPAD 値は両系統ともに遮光処理により低下速度が遅くなり、株
間引き処理により速くなったが、系統間の有意な差はいずれの処理区、時期においても見られな
かった（図 3-9、表 3-20）。光合成速度と気孔伝導度に関しても、いずれの処理区、時期においても
有意な差は見られなかった（図 3-10A, B、表 3-21）。デンプン濃度は、WTL3では株間引き区、対
照区、遮光区の順で高い傾向にあり、その差は特に出穂後 28 日において大きかった（図 3-10C、
表 3-21）。しかし agpl3 では一貫して低い濃度を示していた。ショ糖濃度に関しては、一貫して
agpl3 で高い傾向が見られたものの、その差は小さく、いずれの処理区、時期においても有意な系
 統間差は見られなかった（図 3-10D、表 3-21）。また処理区間差について言及すると、デンプン濃
度ほど明確な差は認められなかったものの、やはり遮光区で低い傾向にあり、出穂後 10日と 18日
ではどちらの系統ともに対照区より有意に低くなっていた。 
  
 3-4. 考察 
 
3-4-1. イネの葉身に蓄積するデンプンの夜間における役割 
 デンプン葉を持つシロイヌナズナや N. sylvestrisの低デンプン変異体では、野生型と比較して
生育が遅延し、日長が短くなるほど生育の遅延程度も大きくなる（Caspar et al., 1985; Lin et al., 
1988; Huber and Hanson, 1992; Ragel et al., 2013）。この現象は、デンプン蓄積量の低下により、夜
間における呼吸や成長の基質となる炭水化物が不足してしまうために起きると考えられている。本
研究において糖葉を持つイネの低デンプン変異体（agpl3）では、日長時間に関わらず生育が野生
型と変わらないことが明らかになった（図 3-3）。また明期の終わりにおける agpl3 の葉身では、デン
プン濃度が低いものの、その分ショ糖濃度が増加しており、デンプンと可溶性糖類の和である NSC
濃度は野生型と同程度であった（図 3-1, 4）。このことは、イネにおいては夜間における呼吸や成長
の基質は、デンプンではなくショ糖をその供給源として頼むところが大きく、デンプンが合成できな
い条件においてもショ糖をさらに増加させることで夜間において必要な炭水化物を賄うことができる
ことを示唆している。 
 
3-4-2. イネの葉身に蓄積するデンプンの子実の登熟における役割 
 前述のように OsAGPL3の欠損は日長時間に関わらず初期生育にはほとんど影響がなかった。し
かしながら、通常の栽培条件下では agpl3 の収量は野生型と比較して低く（表 3-12, 13）、
OsAGPL3の欠損は子実の登熟には影響を及ぼすようであった。 
OsAGPL3 は胚乳においても発現が認められるものの、その発現量は OsAGPL2 と比較すると極
めて低く（図 1-2）、実際 agpl3の胚乳における AGP活性は野生型と同程度であった（図 1-8D）。ま
た出穂期の稈や葉鞘においては、AGP 活性に低下傾向が見られるものの、デンプン濃度に影響
を与えるほどではなかった（図 1-8B, C）。したがって OsAGPL3 の欠損の糖・デンプン代謝への影
響はほぼ葉身特異的であるとみなすことができる。一方、地上部乾物重も穂の乾物重や収量と同
 様に agpl3で低い傾向が見られた（図 3-5C, D, 7C, D、表 3-6, 7, 8, 9, 16, 17）。このことは agpl3に
おける収量低下の原因は、乾物の分配にあるのではなく、乾物生産能力自体にあることを示唆し
ている。また穂や地上部の乾物重の推移をみると、登熟前半（出穂期から登熟中期）よりも登熟後
半（登熟中期から収穫期）において WTL3 と agpl3 の差が大きくなっているように見える。次に稈・
葉鞘の NSC 含量の推移をみると、NSC の再蓄積量（登熟中期から収穫期にかけての増加量）は
agpl3の方がWTL3 より少なかった（図 3-6, 8、表 3-10, 11, 18）。茎部における NSCの再蓄積は穂
におけるシンクが十分に満たされるかシンク活性が低下したのちに光合成により固定された余剰炭
水化物が蓄積することにより起こると考えられている（斎藤ら, 1991; 塚口ら, 1996）。そのため、
agpl3における収量低下の原因がシンク活性の低下にあるのであれば、WTL3よりも多くの NSCを
再蓄積するはずであるが、実際はその逆であった。以上から、agpl3 の収量低下原因は胚乳にお
けるデンプン合成能力の低下などのシンク活性の低下にあるのではなく、乾物生産能力、すなわ
ちソース能の低下にあると考えられる。 
 また agpl3における収量の低下程度は遮光処理により小さくなり、株間引きにより大きくなった（表
3-12, 13, 19）。WTL3では株間引き区、対照区、遮光区の順で葉身にデンプンとショ糖が多く蓄積
していたことから（図 3-10C, D）、この順で光合成による炭水化物の固定が多くなされていたことが
推察される。すなわち野生型系統で光合成速度が高くなる環境条件ほど agpl3 ではソース能が低
下するということができ、agpl3 では光合成のフィードバック阻害が生じやすい状態にあると考えるこ
とができる。 
光合成のフィードバック阻害の発生機構は未だ明確にされていないが、その原因の一つとして、
光合成速度が高すぎるとデンプンやショ糖の合成による無機リン酸の放出が間に合わず、葉緑体
内で無機リン酸が不足することが挙げられる（Paul and Foyer, 2001）。AGPの大サブユニットをコー
ドする遺伝子を欠損または過剰発現したシロイヌナズナを用いた実験では、葉のデンプン濃度と光
合成速度に正の相関が見られ、前節で述べた夜間の炭水化物不足に加え、このこともシロイヌナ
ズナの低デンプン変異体では生育が遅延する原因と考えられている（Gibson et al., 2011）。しかし、
 彼らの研究ではイネにおいても AGP 遺伝子を過剰発現させているが、葉身のデンプン濃度が高
い系統では籾収量が増加する傾向が見られるものの、光合成に関してはデンプン濃度と明確な相
関が認められなかった。同様に、イネの低デンプン変異体である agpl3を用いた本研究においても
大気 CO2（390 μmol mol
-1）、光飽和（PPFD 1500 mol m-2 s-1）条件下の光合成速度は、測定したい
かなる時期、栽培条件下においても WTL3 と agpl3 の間に差がなかった（図 3-10A）。それ故、糖
葉を持つイネでは、シロイヌナズナほどデンプン合成速度が光合成速度の律速段階とはなってい
ないと言え、agpl3のソース能の低下を無機リン酸の不足による光合成のフィードバック阻害で説明
することは難しい。しかし前述のように登熟期において agpl3 のソース能は確かに低下しているよう
であり、条件次第では光合成のフィードバック阻害が生じている可能性がある。 
 光合成のフィードバック阻害の発生要因として、無機リン酸の不足と同様に支持されている説とし
て、光合成産物である可溶性糖類による光合成関連遺伝子の発現制御の存在が挙げられる。実
際、光合成関連遺伝子の多くが可溶性糖類の濃度に応じて発現量が変化することが数多く報告さ
れている（Pego et al., 2000）。さらに近年、遺伝子の発現量の変化だけでなく、へキソキナーゼを介
した糖シグナルにより光合成関連形質である気孔の開閉が制御されていることが証明された（Kelly 
et al., 2013）。そのため agpl3の葉身の高いショ糖濃度が光合成関連遺伝子の発現量を変化させ、
光合成速度が低下している可能性が考えられる（図 1-8A, 3-1B, 3-4B, 3-10D）。そうだとすると、光
合成量の少ない遮光区では、フィードバック阻害が起こるほど糖が蓄積していなかったと考えられ、
株間引き区では対照区よりもさらに顕著にフィードバック阻害が生じたために、より収量が低下した
として説明が可能である。また栄養成長期においては気温、日射量ともに登熟期より低いため（図
2-1）、OsAGPL3 欠損の影響が出なかったと言える。このことを明らかにするためには、気温や日射
量、CO2濃度などを上げて agpl3 の幼植物を栽培し、生育遅延が生じるかどうか確かめる必要があ
る。 
野外における植物の光合成では、日射量が多い正午過ぎに一時的に気孔が閉じ、光合成が低
下する現象、所謂「光合成の昼寝」が生じることが知られている（Guo et al., 2009; Koyama and 
 Takemoto, 2014）。そのため本研究ではこれを避けるために、大気 CO2、光飽和条件下の光合成
速度の測定は午前 10時から 12時の間に行った。しかしながら明期の早い時間帯では、agpl3のシ
ョ糖濃度は野生型よりむしろ低く、野生型より高くなるのは明期の終わりにおいてのみであった（図
3-1B, 3-4B）。そのため、もし agpl3 において高い糖濃度による光合成のフィードバック阻害が生じ
ているのであるとすれば、それは夕方にのみ起きている可能性が考えられる。それ故 agpl3 におけ
る糖による光合成のフィードバック阻害の有無を明らかにするためには、本研究における光合成速
度の測定時間帯は適切であったとは言い難く、光合成の日変化も測定する必要があると言える。 
以上のように agpl3 においてソース能が低下し、収量が低下した原因を明らかにするためには、
本研究で行った実験だけでは不十分であり、いくつかの追加実験が必要である。しかし本研究に
より、デンプン葉を持つシロイヌナズナのみならず、糖葉を持つイネにおいても葉のデンプン蓄積
は光合成のフィードバック阻害を抑制し、高い光合成速度を維持する上で必要不可欠であることが
示唆された。ただし、対照区と株間引き区の登熟期以外では、agpl3 の光合成のフィードバック阻
害が生じなかったと見られることから、イネの葉（糖葉）におけるデンプン蓄積の必要性が高まる条
件は非常に限定的であると言える。そのため、フィードバック阻害が生じるようなショ糖濃度はかなり
高濃度であると考えられ、このような特徴はデンプン葉とは異なる特徴として興味深い。地球上の
CO2 濃度は今後も上昇していくことを考慮に入れると、光合成のフィードバック阻害の抑制は作物
の増産に直結するものと考えられ、その発生機構の解明と制御は農学上重要な課題である。本研
究で得られた知見はその一端を明らかにした点で有益であると言える。   
表 3-1. 圃場試験における移植日およびサンプリング日 
年次 処理 系統 移植日 出穂期 登熟中期 a 収穫期 a 
2010 対照 
WTL3 5/25 8/18 9/7 (20) 10/7 (50) 
agpl3 5/25 8/16 9/7 (22) 10/7 (52) 
2011 
対照 
WTL3 5/24 8/17 9/7 (21) 10/3 (47) 
agpl3 5/24 8/15 9/5 (21) 9/30 (46) 
遮光 
WTL3 5/24 8/17 9/7 (21) 10/6 (50) 
agpl3 5/24 8/15 9/5 (21) 10/6 (52) 
2012 
対照 
WTL3 5/25 8/16 9/6 (21) 10/1 (46) 
agpl3 5/25 8/15 9/5 (21) 9/28 (44) 
遮光 
WTL3 5/25 8/16 9/6 (21) 10/6 (51) 
agpl3 5/25 8/15 9/5 (21) 10/5 (51) 
2013 
対照 
WTL3 5/23 8/19 9/6 (18) 10/3 (45) 
agpl3 5/23 8/19 9/6 (18) 10/3 (45) 
遮光 
WTL3 5/23 8/19 9/6 (18) 10/9 (51) 
agpl3 5/23 8/19 9/6 (18) 10/9 (51) 
aカッコ内の数字は出穂日からの日数を表す。 
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図3-1. agpl3の主茎最上位展開葉の葉身における糖・デンプン濃度の日変化。（A）デンプン、（B）ショ糖、（C）
ブドウ糖、（D）NSC。明期14時間（27℃）/暗期10時間（22℃）に制御して栽培し、サンプリングは播種後28日
（約7葉期）に行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=4）。
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図3-2. agpl3の主茎茎部における糖・デンプン濃度の日変化。（A）デンプン、（B）ショ糖、（C）ブドウ糖、
（D）NSC。明期14時間（27℃）/暗期10時間（22℃）に制御して栽培し、サンプリングは播種後28日（約7
葉期）に行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=4）。
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図3-3. 長日条件（14L/10D: 明期14時間、暗期10時間）と短日
条件（10L/14D: 明期10時間、暗期14時間）におけるagpl3の
初期生育。(A)草丈、(B)葉齢、(C)茎数、(D)播種後28日の乾
物重。データは平均値と標準誤差を示す（n=12）。いずれの形
質、条件、時期においても二系統間のｔ検定における有意差
は認められなかった。
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図3-4. 長日条件（14L/10D: 明期14時間、暗期10時間）と短日条件（10L/14D: 明期10時間、暗期14時
間）における播種後28日のagpl3の糖・デンプン濃度。(A-C) 上位三枚の完全展開葉身、(D-F)主茎の茎
部。(A, D)デンプン、(B, E)ショ糖、(C, F)NSC。夕：明期の終わり、朝：暗期の終わり。データは平均値と
標準誤差を示す（n=4）。 **および*はt検定において1%または5%水準で有意差があることを示す。
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図3-5. agpl3の対照区と遮光区における乾物重の推移の4年間
（対照区）または3年間（遮光区）の平均値。（A）葉身、（B）稈・葉
鞘、（C）穂、（D）地上部。
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表 3-2. agpl3の対照区と遮光区における葉身の乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL3 9.0 ± 0.4 8.1 ± 0.5 7.8 ± 0.4 
agpl3 8.9 ± 0.4 7.2 ± 0.4 7.3 ± 0.3 
agpl3/WTL3 0.99  0.79  0.94  
2011 
WTL3 8.8 ± 0.4 8.1 ± 0.6 7.4 ± 0.3 
agpl3 9.1 ± 0.3 7.6 ± 0.4 6.7 ± 0.3 
agpl3/WTL3 1.03  0.94  0.91  
2012 
WTL3 8.1 ± 0.4 7.6 ± 0.5 7.2 ± 0.2 
agpl3 8.1 ± 0.3 8.5 ± 0.4 7.2 ± 0.4 
agpl3/WTL3 1.00  1.12  1.00  
2013 
WTL3 8.1 ± 0.4 6.8 ± 0.2 5.5 ± 0.3 
agpl3 7.7 ± 0.4 6.7 ± 0.3 5.5 ± 0.3 
agpl3/WTL3 0.95  0.99  1.00  
平均値 
WTL3 8.50  7.90  6.98  
agpl3 8.45  7.50  6.68  
agpl3/WTL3 0.99  0.95  0.96  
遮光区 
2011 
WTL3 9.3 ± 0.5 7.6 ± 0.7 7.1 ± 0.9 
agpl3 8.4 ± 0.5 8.7 ± 0.9 6.5 ± 0.5 
agpl3/WTL3 0.90  1.14  0.92  
2012 
WTL3 8.0 ± 0.3 6.7 ± 0.4 5.8 ± 0.2 
agpl3 7.2 ± 0.5 6.2 ± 0.4 7.2 ± 0.3 
agpl3/WTL3 0.90  0.93  1.24  
2013 
WTL3 8.3 ± 0.4 6.7 ± 0.4 4.9 ± 0.3 
agpl3 7.3 ± 0.4 5.9 ± 0.3 4.9 ± 0.3 
agpl3/WTL3 0.88  0.88  1.00  
平均値 
WTL3 8.53  7.00  5.93  
agpl3 7.63  6.93  6.20  
agpl3/WTL3 0.89  0.99  1.04  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
  
表 3-3. 表 3-2における分散分析の結果 
  出穂期 登熟中期 収穫期 
分散分析 
処理 n.s. n.s. * 
年次 ** ** ** 
系統 * n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
  
表 3-4. agpl3の対照区と遮光区における稈・葉鞘の乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL3 19.9 ± 0.9 18.7 ± 1.1 22.7 ± 1.1 
agpl3 19.7 ± 0.7 17.9 ± 1.0 21.7 ± 0.9 
agpl3/WTL3 0.99  0.96  0.96  
2011 
WTL3 17.0 ± 0.8 15.0 ± 1.2 17.8 ± 0.9 
agpl3 17.8 ± 0.8 15.2 ± 1.1 15.9 ± 0.9 
agpl3/WTL3 1.05  1.01  0.89  
2012 
WTL3 16.6 ± 0.9 16.6 ± 0.2 21.2 ± 0.7 
agpl3 17.0 ± 0.3 18.6 ± 0.1 19.3 ± 1.7 
agpl3/WTL3 1.02  1.12  0.91  
2013 
WTL3 18.7 ± 1.2 15.8 ± 0.6 16.4 ± 1.0 
agpl3 17.9 ± 0.8 17.0 ± 0.7 17.0 ± 1.1 
agpl3/WTL3 0.96  1.08  1.04  
平均値 
WTL3 18.1  16.5  19.5  
agpl3 18.1  17.2  18.5  
agpl3/WTL3 1.00  1.04  0.95  
遮光区 
2011 
WTL3 18.1 ± 1.2 13.2 ± 1.2 17.3 ± 2.2 
agpl3 16.7 ± 1.2 14.8 ± 1.7 16.3 ± 1.2 
agpl3/WTL3 0.92  1.12  0.94  
2012 
WTL3 17.3 ± 0.3 14.2 ± 0.5 15.4 ± 0.6 
agpl3 15.4 ± 0.8 13.2 ± 0.9 17.9 ± 0.7 
agpl3/WTL3 0.89  0.93  1.16  
2013 
WTL3 19.4 ± 0.8 14.0 ± 0.8 14.1 ± 1.3 
agpl3 16.9 ± 1.1 13.4 ± 0.9 14.9 ± 1.1 
agpl3/WTL3 0.85  0.96  1.06  
平均値 
WTL3 18.27  13.80  15.60  
agpl3 16.17  13.80  16.37  
agpl3/WTL3 0.89  1.00  1.05  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
 
  
表 3-5. 表 3-4における分散分析の結果 
  出穂期 登熟中期 収穫期 
分散分析 
処理 n.s. ** * 
年次 ** * ** 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
 
  
表 3-6. agpl3の対照区と遮光区における穂の乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL3 4.1 ± 0.2 21.6 ± 1.2 23.1 ± 1.0 
agpl3 4.3 ± 0.7 19.3 ± 1.0 21.1 ± 0.9 
agpl3/WTL3 1.05  0.89  0.91  
2011 
WTL3 3.9 ± 0.2 22.3 ± 2.1 23.7 ± 1.4 
agpl3 4.4 ± 0.2 21.9 ± 1.3 21.0 ± 1.0 
agpl3/WTL3 1.13  0.98  0.89  
2012 
WTL3 4.1 ± 0.3 24.9 ± 2.0 26.3 ± 0.7 
agpl3 4.2 ± 0.1 26.0 ± 1.7 24.5 ± 2.2 
agpl3/WTL3 1.02  1.04  0.93  
2013 
WTL3 4.2 ± 0.3 20.1 ± 1.0 20.6 ± 0.8 
agpl3 4.0 ± 0.2 17.8 ± 1.4 18.9 ± 1.0 
agpl3/WTL3 0.95  0.89  0.92  
平均値 
WTL3 4.1  22.2  23.4  
agpl3 4.2  21.3  21.4  
agpl3/WTL3 1.04  0.96  0.91  
遮光区 
2011 
WTL3 4.2 ± 0.3 15.3 ± 2.5 22.8 ± 2.2 
agpl3 3.8 ± 0.3 13.3 ± 1.2 21.5 ± 1.8 
agpl3/WTL3 0.90  0.87  0.94  
2012 
WTL3 4.1 ± 0.2 20.2 ± 1.1 21.6 ± 1.2 
agpl3 3.7 ± 0.3 17.2 ± 1.5 24.5 ± 1.8 
agpl3/WTL3 0.90  0.85  1.13  
2013 
WTL3 4.1 ± 0.1 18.3 ± 1.5 18.8 ± 1.1 
agpl3 4.0 ± 0.3 18.2 ± 1.5 18.2 ± 1.5 
agpl3/WTL3 0.98  0.99  0.97  
平均値 
WTL3 4.13  17.93  21.07  
agpl3 3.83  16.23  21.40  
agpl3/WTL3 0.93  0.91  1.02  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
 
  
表 3-7. 表 3-6における分散分析の結果 
  出穂期 登熟中期 収穫期 
分散分析 
処理 n.s. ** n.s. 
年次 n.s. ** ** 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
 
  
表 3-8. agpl3の対照区と遮光区における地上部の乾物重[gDW 株-1]の推移 
処理 年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL3 33.0 ± 1.4 48.4 ± 2.8 53.6 ± 2.4 
agpl3 32.8 ± 1.1 44.4 ± 2.4 50.0 ± 1.9 
agpl3/WTL3 0.99  0.92  0.93  
2011 
WTL3 29.6 ± 1.3 45.3 ± 3.8 48.9 ± 2.6 
agpl3 31.3 ± 1.2 44.7 ± 2.7 43.7 ± 2.0 
agpl3/WTL3 1.06  0.99  0.89  
2012 
WTL3 29.6 ± 1.7 48.1 ± 1.8 53.4 ± 3.1 
agpl3 29.0 ± 0.9 50.0 ± 2.3 50.1 ± 3.1 
agpl3/WTL3 0.98  1.04  0.94  
2013 
WTL3 31.0 ± 2.0 42.8 ± 1.9 42.5 ± 2.0 
agpl3 29.6 ± 1.4 41.5 ± 2.3 41.4 ± 2.2 
agpl3/WTL3 0.95  0.97  0.97  
平均値 
WTL3 30.8  46.2  49.6  
agpl3 30.7  45.2  46.3  
agpl3/WTL3 1.00  0.98  0.93  
遮光区 
2011 
WTL3 31.7 ± 2.0 36.0 ± 4.2 47.3 ± 5.2 
agpl3 28.9 ± 2.0 36.7 ± 3.7 44.3 ± 3.4 
agpl3/WTL3 0.91  1.02  0.94  
2012 
WTL3 29.4 ± 1.9 44.1 ± 3.3 44.0 ± 2.7 
agpl3 26.7 ± 1.5 37.4 ± 1.7 47.4 ± 3.0 
agpl3/WTL3 0.91  0.85  1.08  
2013 
WTL3 31.8 ± 1.3 39.0 ± 2.2 37.9 ± 2.5 
agpl3 28.2 ± 1.8 37.4 ± 2.7 37.4 ± 2.4 
agpl3/WTL3 0.89  0.96  1.00  
平均値 
WTL3 30.97  39.70  43.07  
agpl3 27.93  37.17  43.20  
agpl3/WTL3 0.90  0.94  1.00  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
  
表 3-9. 表 3-8における分散分析の結果 
  出穂期 登熟中期 収穫期 
分散分析 
処理 n.s. ** * 
年次 * * ** 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. n.s. 
処理×系統 n.s. n.s. n.s. 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
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図3-6. agpl3の対照区と遮光区における稈・葉鞘のNSC含量の推移
の4年間（対照区）または3年間（遮光区）の平均値。
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表 3-10.  agpl3の対照区と遮光区における NSC含量の推移 
処理区 年次 系統 
NSC量 (g 株-1) 
ΔNSC 
(g 株-1) 
NSC 
転流率
(%) 
出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
2010 
WTL3 3.19 ± 0.21 2.93 ± 0.30 3.66 ± 0.33 0.26  8.2  
agpl3 3.28 ± 0.17 2.81 ± 0.18 3.27 ± 0.27 0.47  14.3  
agpl3/WTL3 1.03  0.96  0.89  1.81  1.76  
2011 
WTL3 2.89 ± 0.09 0.51 ± 0.15 3.53 ± 0.10 2.38  82.4  
agpl3 2.86 ± 0.23 0.40 ± 0.13 1.60 ± 0.18 2.46  86.0  
agpl3/WTL3 0.99  0.78  0.45  1.03  1.04  
2012 
WTL3 3.01 ± 0.28 1.46 ± 0.67 4.88 ± 0.43 1.55  51.5  
agpl3 3.37 ± 0.27 1.90 ± 0.37 3.61 ± 0.60 1.47  43.6  
agpl3/WTL3 1.12 1.30 0.74 0.95  0.85  
2013 
WTL3 3.33 ± 0.13 1.97 ± 0.26 2.24 ± 0.31 1.36  40.8  
agpl3 3.15 ± 0.19 2.62 ± 0.25 2.58 ± 0.25 0.53  16.8  
agpl3/WTL3 0.95  1.33  1.15  0.39  0.41  
平均値 
WTL3 3.11  1.72  3.58  1.39  45.71  
agpl3 3.17  1.93  2.77  1.23  40.20  
agpl3/WTL3 1.02  1.13  0.77  0.89  0.88  
遮光区 
2011 
WTL3 3.65 ± 0.30 0.07 ± 0.02 3.01 ± 0.72 3.58  98.1  
agpl3 3.93 ± 0.11 0.07 ± 0.01 2.92 ± 0.37 3.86  98.2  
agpl3/WTL3 1.08  1.00  0.97  1.08  1.00  
2012 
WTL3 4.07 ± 0.28 0.66 ± 0.38 2.77 ± 0.27 3.41  83.8  
agpl3 3.21 ± 0.37 0.88 ± 0.53 2.78 ± 0.39 2.33  72.6  
agpl3/WTL3 0.79  1.33  1.00  0.68  0.87  
2013 
WTL3 3.52 ± 0.42 1.15 ± 0.52 1.59 ± 0.07 2.37  67.3  
agpl3 2.92 ± 0.19 1.02 ± 0.10 1.80 ± 0.42 1.90  65.1  
agpl3/WTL3 0.83  0.89  1.13  0.80  0.97  
平均値 
WTL3 3.75  0.63  2.46  3.12  83.07  
agpl3 3.35  0.66  2.50  2.70  78.62  
agpl3/WTL3 0.90  1.07  1.04  0.85  0.94  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥3）。 
表 3-11.  表 3-10における分散分析の結果 
  出穂期 登熟中期 収穫期 
分散分析 
処理 ** ** * 
年次 n.s. ** * 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理×年次 n.s. n.s. * 
処理×系統 n.s. n.s. * 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
 
  
表 3-12. agpl3の対照区と遮光区における収量および収量構成要素 
処理 年次 系統 
穂数 
 (hill
-1
) 
一穂籾数 
総籾数 
(hill
-1
) 
登熟歩合 
(%) 
千粒重 
 (g) 
収量 
（g m-2） 
対照区 
2010 
WTL3 11.0 ± 0.3 84.0 ± 2.0 922 ± 25 82.6 ± 1.1 28.0 ± 0.1 474 ± 12 
agpl3 9.8 ± 0.3 88.3 ± 2.0 870 ± 38 76.9 ± 1.6 28.1 ± 0.1 419 ± 23 
agpl3/WTL3 0.89  0.94  1.05  0.93  1.00  0.89  
2011 
WTL3 12.4 ± 0.6 85.7 ± 1.8 1059 ± 53 81.6 ± 0.7 28.1 ± 0.1 539 ± 27 
agpl3 11.4 ± 0.4 86.3 ± 1.8 979 ± 27 77.0 ± 2.9 28.6 ± 0.1 478 ± 15 
agpl3/WTL3 0.92  1.01  0.92  0.94  1.02 0.89 
2012 
WTL3 12.1 ± 0.5 86.0 ± 1.8 1039 ± 42 85.2 ± 1.0 28.0 ± 0.3 551 ± 28 
agpl3 12.5 ± 0.5 79.2 ± 2.2 982 ± 25 78.6 ± 3.3 27.8 ± 0.3 478 ± 24 
agpl3/WTL3 1.03  0.92  0.95  0.92  1.00  0.87  
2013 
WTL3 10.2 ± 0.4 86.1 ± 1.7 879 ± 39 83.1 ± 1.7 28.0 ± 0.1 454 ± 20 
agpl3  9.9 ± 0.4 85.7 ± 2.9 843 ± 29 82.1 ± 1.8 27.9 ± 0.2 429 ± 18 
agpl3/WTL3 0.97  1.00  0.96  0.99  0.99  0.94  
平均値 
WTL3 11.4  85.5  975  83.1  28.0  505  
agpl3 10.9  84.9  918  78.7  28.1  451  
agpl3/WTL3 0.95  0.99  0.94  0.95  1.00  0.89  
遮光区 
2011 
WTL3 11.9 ± 0.6 91.3 ± 3.1 1092 ± 87 65.1 ± 3.9 26.5 ± 0.3 422 ± 48 
agpl3 12.8 ± 0.5 88.3 ± 2.7 1121 ± 33 62.5 ± 1.9 27.1±0.2 423 ± 19 
agpl3/WTL3 1.07  0.97  1.03  0.96  1.02  1.00  
2012 
WTL3 11.1 ± 0.5 85.9 ± 1.5 951 ± 36 70.5 ± 3.2 27.5 ± 0.1 410 ± 25 
agpl3 10.8 ± 0.4 84.0 ± 1.3 906 ± 37 75.2 ± 1.1 27.9 ± 0.2 421 ± 15 
agpl3/WTL3 0.97  0.98  0.95  1.07  1.01  1.03  
2013 
WTL3  9.3 ± 0.3 84.9 ± 2.9 791 ± 33 78.9 ± 1.2 28.5 ± 0.3 395 ± 18 
agpl3  9.3 ± 0.3 88.7 ± 2.3 830 ± 39 80.7 ± 1.0 28.0 ± 0.1 415 ± 17 
agpl3/WTL3 1.00  1.05  1.05  1.02  0.98  1.05  
平均値 
WTL3 10.8  87.3  944  71.5  27.5  409  
agpl3 11.0  87.0  952  72.8  27.7  419  
agpl3/WTL3 1.02  1.00  1.01  1.02  1.01  1.03  
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 
  
表 3-13. 表 3-12における分散分析の結果 
  
穂数 
 (hill
-1
) 
一穂籾数 
総籾数 
(hill
-1
) 
登熟歩合 
(%) 
千粒重 
 (g) 
収量 
（g m-2） 
分散分析 
処理 * * n.s. ** ** ** 
年次 ** n.s. ** ** ** ** 
系統 ** n.s. ** ** ** ** 
処理×年次 * n.s. * ** n.s. n.s. 
処理×系統 * n.s. ** * ** ** 
年次×系統 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
**および*は 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
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図3-7. agpl3の対照区と株間引き区における乾物重の平均値。（A）葉
身、（B）稈・葉鞘、（C）穂、（D）地上部（2013年）。
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表 3-14. agpl3の対照区と株間引き区における 
葉身の乾物重[gDW 株-1]の推移（2013年） 
年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
WTL3 8.1 ± 0.4 6.8 ± 0.2 5.5 ± 0.3 
agpl3 7.7 ± 0.4 6.7 ± 0.3 5.5 ± 0.3 
agpl3/WTL3 0.95  0.99  1.00  
株間引き区 
WTL3 8.4 ± 0.5 7.5 ± 0.3 6.4 ± 0.4 
agpl3 8.4 ± 0.5 6.9 ± 0.1 6.1 ± 0.6 
agpl3/WTL3 1.00  0.92  0.95  
分散分析 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理 n.s. n.s. n.s. 
系統×処理 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 **および*は分散分
析において 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
 
 
表 3-15.  agpl3の対照区と株間引き区における 
稈・葉鞘の乾物重[gDW 株-1]の推移（2013年） 
年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
WTL3 18.7 ± 1.2 15.8 ± 0.6 16.4 ± 1.0 
agpl3 17.9 ± 0.8 17.0 ± 0.7 17.0 ± 1.1 
agpl3/WTL3 0.96  1.08  1.04  
株間引き区 
WTL3 19.5 ± 1.2 20.5 ± 0.8 20.6 ± 1.4 
agpl3 19.3 ± 1.2 18.5 ± 0.5 18.3 ± 1.5 
agpl3/WTL3 0.99  0.90  0.89  
分散分析 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理 n.s. ** * 
系統×処理 n.s. * n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 **および*は分散分
析において 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
  
表 3-16.  agpl3の対照区と株間引きにおける 
穂の乾物重[gDW 株-1]の推移（2013年） 
年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
WTL3 4.2 ± 0.3 20.1 ± 1.0 20.6 ± 0.8 
agpl3 4.0 ± 0.2 17.8 ± 1.4 18.9 ± 1.0 
agpl3/WTL3 0.95  0.89  0.92  
株間引き区 
WTL3 4.6 ± 0.3 19.1 ± 0.9 21.3 ± 1.7 
agpl3 4.7 ± 0.4 18.3 ± 1.0 19.0 ± 2.2 
agpl3/WTL3 1.02  0.96  0.89  
分散分析 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理 n.s. n.s. n.s. 
系統×処理 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 **および*は分散分
析において 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
 
  
表 3-17.  agpl3の対照区と株間引き区における 
地上部の乾物重[gDW 株-1]の推移（2013年） 
年次 系統 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
WTL3 31.0 ± 2.0 42.8 ± 1.9 42.5 ± 2.0 
agpl3 29.6 ± 1.4 41.5 ± 2.3 41.4 ± 2.2 
agpl3/WTL3 0.95  0.97  0.97  
株間引き区 
WTL3 32.4 ± 2.1 47.1 ± 1.8 48.3 ± 3.3 
agpl3 32.4 ± 2.1 43.8 ± 1.5 43.4 ± 4.3 
agpl3/WTL3 1.00  0.93  0.90  
分散分析 
系統 n.s. n.s. n.s. 
処理 n.s. n.s. * 
系統×処理 n.s. n.s. n.s. 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 **および*は分散分
析において 1%または 5%水準で有意差があることを示す。 
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図3-8. agpl3の対照区と株間引き区におけるのNSC含量の推移の平均
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表 3-18. agpl3の対照区と株間引き区におけるの NSC含量の推移（2013年） 
年次 系統 
NSC量 (g 株-1) ΔNSC 
(g 株-1) 
NSC 
転流率(%) 出穂期 登熟中期 収穫期 
対照区 
WTL3 3.33 ± 0.13 1.97 ± 0.26 2.24 ± 0.31 1.36  40.8  
agpl3 3.15 ± 0.19 2.62 ± 0.25 2.58 ± 0.25 0.53  16.8  
agpl3/WTL3 0.95  1.33  1.15  0.39  0.41  
株間引き区 
WTL3 3.85 ± 0.11 3.53 ± 0.37 3.01 ± 0.41 0.32  8.31  
agpl3 3.78 ± 0.23 3.23 ± 0.18 2.27 ± 0.40 0.55  14.55  
agpl3/WTL3 0.98  0.92  0.75  1.72  1.75  
分散分析 
系統 n.s. n.s. n.s. - - 
処理 * ** n.s. - - 
系統×処理 n.s. n.s. n.s. - - 
データは平均値と標準誤差を示す（n≥8）。 **および*は分散分析において 1%または 5%水準
で有意差があることを示す。 
表 3-19. agpl3の対照区と遮光区における収量および収量構成要素（2013年） 
処理 系統 
穂数 
 (hill
-1
) 
一穂籾数 
総籾数 
(hill
-1
) 
登熟歩合 
(%) 
千粒重 
 (g) 
登熟籾重 
(g 株-1) 
収量 
（g m-2） 
対照区 
WTL3 10.2 ± 0.4 86.1 ± 1.7 879 ± 39 83.1 ± 1.7 28.0 ± 0.1 20.4 ± 0.9 454 ± 20 
agpl3  9.9 ± 0.4 85.7 ± 2.9 843 ± 29 82.1 ± 1.8 27.9 ± 0.2 19.3 ± 0.8 429 ± 18 
agpl3/WT 0.97  1.00  0.96  0.99  0.99  0.94  0.94  
株間引き区 
WTL3 10.3 ± 0.5 83.6 ± 1.6 864 ± 48 85.1 ± 1.1 27.7 ± 0.2 20.4 ± 1.3 227 ± 14 
agpl3 8.1 ± 0.2 81.6 ± 2.7 663 ± 32 78.5 ± 2.3 27.8 ± 0.2 14.4 ± 0.6 160 ± 14 
agpl3/WT 0.78  0.98  0.77  0.92  1.00  0.71  0.71  
分散分析 
系統 ** n.s. ** * n.s. ** ** 
処理 * n.s. ** n.s. n.s. * * 
系統×処理 * n.s. * n.s. n.s. * * 
データは平均値と標準誤差を示す（n=9）。**および*は分散分析において 1%または 5%水準で有意差があることを示
す。 
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図3-9.各処理区の登熟期におけるagpl3のSPAD値の推移（2013年）。測定は
主茎の止葉を用いて行った。データは平均値と標準誤差を示す（ n=12 ）。分
散分析の結果は表3-20に示した。
表 3-20. 図 3-9における分散分析の結果 
    出穂後日数 
    4 9 18 29 46 
対照区 
WTL3 a ab ab bc b 
agpl3 a a abc bcd b 
遮光区 
WTL3 a ab a ab a 
agpl3 a abc a a a 
株間引き区 
WTL3 a bc c cd b 
agpl3 a c bc d b 
異なるアルファベットはR-E-G-Wの多重比較（出穂後 50日は t検定）において、5%水準
で有意であることを示す。 
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図3-10. agpl3の光合成速度（A）、気孔伝導度（B）、デンプン濃度（C）およびショ
糖濃度（2013年）。測定は主茎の止葉を用いて、CO2濃度390 μmol mol-1、PPFD
1500 μmol m-2 s-1で午前10時から12時の間に行い、糖・デンプン濃度の測定は光
合成を測定した葉を用いて行った。データは平均値と標準誤差を示す（n=6 ）。分
散分析の結果は表3-21に示した。
表 3-21. 図 3-10における分散分析の結果 
      出穂後日数 
      1 10 18 28 
光合成速度 
対照区 
WTL3 a a a b 
agpl3 a a a b 
遮光区 
WTL3 a a a a 
agpl3 a a a ab 
株間引き区 
WTL3 a a a c 
agpl3 a a a c 
気孔伝導度 
対照区 
WTL3 a a ab b 
agpl3 a a b b 
遮光区 
WTL3 a a a a 
agpl3 a a b a 
株間引き区 
WTL3 a a b b 
agpl3 a a b b 
デンプン濃度 
対照区 
WTL3 b ab b b 
agpl3 bc c c de 
遮光区 
WTL3 bc b c bc 
agpl3 c c c e 
株間引き区 
WTL3 a a a a 
agpl3 c c bc cd 
ショ糖濃度 
対照区 
WTL3 ab ab a a 
agpl3 ab a a a 
遮光区 
WTL3 b c b a 
agpl3 ab c b a 
株間引き区 
WTL3 ab bc a a 
agpl3 a ab a a 
異なるアルファベットは R-E-G-Wの多重比較（出穂後 50日は t検定）において、5%水準で
有意であることを示す。 
  
 第四章 茎部におけるデンプン蓄積量と分げつ角度の関連性 
 
 
4-1.  緒言 
  
第一章と第二章における agpl1 の生育調査や乾物重の測定により、OsAGPL1 の欠損は乾物生
産能力に大きな影響は与えないものの、草丈が低くなり、分げつ数が多くなるなど草型には影響を
与えることが明らかになった。加えて圃場での観察の結果、agpl1 は野生型系統と比較してわずか
に開帳した草型を有しているように見られた（図 4-1A）。 
イネにおいて草型の開帳程度は葉身や分げつの傾斜角度によって決定され、これらは群落の
受光態勢に関わる農業上重要な形質である（Yang and Hwa, 2008）。特に化学肥料の大量投入に
よる収量の増大が頭打ち状態となっている現代においては、草型の改変による太陽エネルギーの
有効利用はイネの多収品種育種における有望な戦略として注目されている（Jeon et al., 2011）。 
イネの葉身の傾斜角度に関わる変異体のほとんどがブラシノステロイドの生合成や感受性関わ
る遺伝子の変異体であることから（Yang and Hwa, 2008）、葉身の傾斜角度の制御にはブライシノス
テロイドを介したシグナル伝達が深く関わっていることが示唆されている。一方で分げつ角度に関
わる変異体の原因遺伝子は重力応答性に関わるものが多い。例えば、著しく分げつ角度が開帳し
た変異体である lazy 変異体は茎部の重力応答性が低下しており、その原因遺伝子はオーキシン
の極性輸送に関与していることが明らかになっている（Abe and Suge, 1993; Li et al., 2007; 
Yoshihara and Iino, 2007）。 さらにオーキシンのシグナル伝達に異常をきたした別の変異体や過
剰発現体においても分げつ角度が大きく開帳することが報告されていることから（Xu et al., 2005; 
Chen et al., 2012; Song and Xu, 2013）、分げつ角度の制御にはオーキシンのシグナル伝達を介し
た重力応答性が深く関わっていることが示唆されている。加えて、転写抑制因子をコードする遺伝
子である LPA1（Loose Plant Architecture 1）が欠損したイネでは、アミロプラストの沈降速度が遅くな
 ることで重力応答性が低下し、分げつ角度が開帳することが報告されている（Wu et al., 2013）。ま
たこれまでイネにおいては、デンプン蓄積と重力応答性の関連性について報告された例は見当た
らないが、シロイヌナズナでは、茎部低デンプン変異体では重力応答性が低下することが報告さて
いる（Weise and Kiss, 1999; Tanimoto et al., 2008）。これらのことは、デンプン粒が蓄積したアミロプ
ラストが、植物が重力刺激を感受する際の平衡石として働くとする「デンプン粒平衡石説」によって
支持される（宮本, 2011; Hashiguchi et al., 2013）。以上のことを鑑みると、イネの茎部のデンプン蓄
積は、重力応答性を介して、分げつ角度を制御にする上での重要な役割を担っている可能性が
考えられた。 
そこで本章では、分げつ角度に注目して agpl1 の草型関連形質を測定するとともに、重力応答
性についても検討することで、茎部におけるデンプン蓄積量の低下がイネの草型に与える影響を
明らかにすることを目的とした。さらに OsAGPL1 と OsAGPL3の両者を欠損した二重変異体を作出
し、その解析も行うことで、茎部におけるデンプン蓄積量による分げつ角度の量的制御の可能性に
も言及した。最後に、これらの変異体の乾物生産能力を比較することで、イネの草型が乾物生産能
力に与える影響を考察した。 
  
 4-2. 材料と方法 
 
4-2-1. 供試材料と栽培 
 本章では、第一章で用いた OsAGPL1 変異系統（agpl1）とその対照系統（WTL1）、OsAGPL1 相
補系統（L1-13、L1-17）、OsAGPL3変異系統（agpl3）、および agpl1と agpl3の交配後代より得られ
た二重変異体（agpl1/3）とその対照系統（WT）を用いた。 
agpl1 の圃場における分げつ角度の推移の測定の際は、2012 年に栽培した第一章の生育調査
と同一の個体を測定に用いた。agpl1 と OsAGPL1 相補系統の解析の際は、第一章における
OsAGPL1 相補系統の出穂期における解析と同一の補助光付温室で栽培した植物体を測定に用
いた。重力屈性試験の際は、明期 14 時間、27℃/暗期 10 時間、23℃、湿度 60％、PPFD 約 400 
μmol m
-1
s
-1に制御された人工気象器（LPH-240SP、日本医科器械製作所）内で栽培した 3.5葉期
のイネを用いた。その他の解析の際は、第二章および第三章の 2013年度と同一の方法により水田
圃場で栽培したイネを用い、agpl1 および agpl3 における乾物重と収量の測定結果はそれぞれ二
章、三章の 2013年における測定結果と同一のデータを用いている。なお 1区画の広さは agpl3で
は 2.1 m×1.8m とし、他の系統は 1.8 m×1.5 m とした。 
 
4-2-2. 分げつ角度と葉身傾斜角度の測定 
 agpl1の圃場における分げつ角度の推移の測定は、Yu et al. (2007)の方法に従った。すなわち、
測定開始時に一番初めに出てきたと思われる分げつ茎に印を付け、以後その茎が鉛直方向に対
して成す角度を分げつ角度と定義した。その他の測定の際は、最も外側の有効分げつ茎が鉛直
方向に対して成す角度と定義した。葉身傾斜角度は、主茎の止葉が葉鞘軸に対して成す角度と
定義した。 
 
 
 4-2-3. 遺伝子型の決定、AGP活性および糖・デンプン濃度、mRNA量の測定 
 遺伝子型の決定のためのPCR、AGP活性および糖・デンプン濃度、mRNA量の測定は第一章と
同様にして行った。なおmRNA量の測定において本章で新たに用いたプライマーの配列は表 4-1
に示した。 
 
4-2-4. 重力応答性試験 
 3.5 葉期のイネを暗所下（23℃）にポッドごと水平に置き、その鉛直方向への起き上がり程度を観
察することで重力応答性を測定した。起き上がり程度は、茎部基部が水平方向に対して成す角度
（屈曲角度）を測定することで定量化した。 
 
4-2-5. 形態観察 
 重力応答性試験と同様にして暗所下に水平置床し、17時間経過したイネの茎部の基部 1 cmを
切除した。切除した組織を PFA [4% (w/v) パラホルムアルデヒド, 1% トリトン X, 0.1 M リン酸バッ
ファー]に浸し固定した。エタノール希釈系列により脱水した後、Paraplast Plus （Sigma-Aldrich、 
USA）に包埋した。ロータリーミクロトームを用いて薄さ 10 μm の横断切片を作成したのち、
Paraplast Plusを除去し、エタノール希釈系列を用いて水和した。その後、0.1% トルイジンブルーと
ヨード染色液[0.2% I2, 2% KI]を用いて染色し、光学顕微鏡（Eclipse Ti-S, ニコン）を用いて観察し
た。 
 
4-2-6. 光合成速度、乾物重、収量および収量構成要素の測定 
 光合成速度は第二章と同様の条件で、穂揃い期に測定した。乾物重、収量および収量構成要
素の測定は第二章と同様の方法で行った。 
 
 
 4-2-7. 群落の受光態勢の評価 
 群落の受光態勢の評価はプラントキャノピーアナライザー（LAI-2000、LI-COR、USA）を用いて、
曇天時の朝 9時から 10時半の間に測定した。測定は畝中央部と株間中央部、その二か所の中間
地の計 3カ所を 1セットとして行い、1区画につき 4セットの測定を行った。その平均値を 1区画の
値とし、3 区画の平均値と標準誤差を算出した。プラントキャノピーアナライザーによって算出され
た DIFN（日射透過率）と MTA（平均葉群傾斜角、水平方向からの角度）をもとに以下式（4-1）、式
（4-2）から群落受光率（%）と鉛直方向からの平均葉群傾斜角を算出した。 
 
式（4-1） 群落受光率（%） = (1- DIFN)×100 
式（4-2） 鉛直方向からの平均葉群傾斜角 = 90 – MTA 
 
4-2-8. 統計処理 
第一章と同様に t 検定、一元配置分散分析および R-E-G-W による多重比較は SPSS13.0 for 
Windows （IBM）を用いて行った。 
 
  
 4-3. 結果 
 
4-3-1. OsAGPL1欠損変異体の分げつ角度 
 agpl1はその野生型系統（WTL1）と比べ僅かに開帳した草型を有しているようであった（図 4-1A）。
そこでまず水田圃場で栽培した agpl1 の分げつ角度の推移を測定した。その結果、agpl1 では生
育期間を通してWTL1 より分げつ角度が大きくなっていることが明らかになった（図 4-1B）。続いて、
agpl1 における分げつ角度の増大が、OsAGPL1 の欠損によるものであることを確認するため、
WTL1とagpl1に加えて、OsAGPL1相補系統（L1-13、L1-17）をポット栽培し、出穂期における分げ
つ角度を測定した。その結果、OsAGPL1相補系統ではWTL1と同様に直立した草型を有しており
（図 4-2A）、分げつ角度もWTL1 と同程度にまで回復した（図 4-2B）。一方で、止葉の葉身傾斜角
度には有意な系統間差は認められなかった（図 4-2C）。 
 
4-3-2. OsAGPL1欠損変異体の葉枕における AGP活性および糖・デンプン濃度 
 前節により、agpl1では分げつ角度が増大しており、それはOsAGPL1の欠損によるものであること
が明らかとなったが、その増大の直接的原因としては茎部における重力応答性に異常をきたして
いる可能性が考えられた。そこでまず OsAGPL1 の欠損が、イネ科植物の茎部における重力応答
器官である葉枕（イネでは葉鞘基部にある。図 4-3A、Kaufman et al., 1987）における糖・デンプン
代謝に及ぼす影響を検討するため、出穂期の葉枕におけるAGP活性と糖・デンプン濃度を測定し
た。その結果、AGP 活性とデンプン濃度は稈や葉鞘と同様に agpl1で低下しており、OsAGPL1相
補系統ではWTL1と同程度であった（図 4-3B, C）。一方可溶性糖濃度については、ショ糖が agpl1
で増加しており、OsAGPL1 相補系統では WTL1 と同程度か WTL1 と agpl1 の中間の値を示した
（図 4-3D）。 
 
 
 4-3-3. OsAGPL1欠損変異体の重力応答性 
 続いて、3.5 葉期のイネを暗所下で水平に置床することで重力応答性を測定した。その結果、
agpl1 は WTL1 と比較し、水平置床処理 5 日後の起き上がり速度が遅い一方で、OsAGPL1 相補
系統では WTL1 と同程度であった（図 4-4A–I）。このことは、OsAGPL1 欠損は重力応答性の低下
をもたらすことを示している。また屈曲部位にあたる地上部基部におけるデンプン濃度を測定した
ところ、agpl1 では WTL1 より有意に低かった一方で、OsAGPL1 相補系統ではWTL1 と同程度で
あった（図 4-4J）。さらに水平置床処理開始 17 時間後の地上部基部の横断切片を光学顕微鏡で
観察したところ、WTL1 ではデンプン粒が蓄積したアミロプラストが一方向に偏っていることが観察
できたが、agpl1ではデンプン粒が蓄積したアミロプラストを見つけることはできなかった（図 4-4K）。 
 
4-3-4. 分げつ角度および重力応答性関連遺伝子の発現解析 
 次に OsAGPL1 欠損が表 4-2 に示した分げつ角度に関わる既知の遺伝子の発現制御に影響を
及ぼしているかどうか明らかにするため、止葉抽出期の葉枕と水平置床処理中の地上部基部にお
ける mRNA の転写レベルでの発現量を WTL1 と agpl1 で比較した。まず止葉抽出期の葉枕にお
いては、PIN2では agpl1で低い傾向が見られたものの、他の遺伝子に関してはWTL1 と agpl1の
間に差は見られなかった（図 4-5）。水平置床処理中の地上部基部においては LAZY1のmRNA発
現量は、処理開始 4時間後において agpl1で有意に低かったが、測定したその他の時間では有意
な差は認められなかった（図 4-6, 7）。LPA1の mRNA発現量は処理開始 72時間後においてのみ
agpl1で有意に低かった。PIN1の mRNA発現量は処理 24時間後においてのみ agpl1で有意に
高かった。PIN2のmRNA発現量は測定したすべての時間においてWTL1と agpl1の間に有意な
差は認められなかった。TAC1のmRNA発現量は処理開始 72時間後においてのみ agpl1で有意
に低かった。以上のように時間ごとにみると WTL1 と agpl1 の間に有意な差が見られた遺伝子もあ
ったが、いずれも大きな差はなく処理時間を通して一貫した傾向を示していなかった。 
 
 4-3-5. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体の作出 
 agpl1の葉枕や地上部基部においてデンプン濃度が低下したことは、第一章における AGP遺伝
子の発現解析の結果と一致した（図 1-2）。しかし一方で、地上部基部では OsAGPL1 に加えて
OsAGPL3 も発現していたことから、OsAGPL3 も茎部における重力応答部位のデンプン合成にお
いてなんらかの役割を担っている可能性が考えられた。そこで、agpl1 と agpl3 を交配して
OsAGPL1とOsAGPL3の二重変異体を作出し、その糖・デンプン蓄積特性や重力応答性を解析し
た。まず agpl1 と agpl3の交配後代の F2集団の OsAGPL1 と OsAGPL3の遺伝子型を PCR法によ
り決定した。両遺伝子の遺伝子型が野生型の個体と変異型の個体を選抜し、それぞれの後代を野
生型系統（WT）と二重変異系統（agpl1/3）とした（図 4-8A）。これら 2系統と両親系統（agpl1、agpl3）
の計 4 系統を以後の解析で供試した。ポットを用いて栽培した際の各系統の出穂期における草型
を図 4-8Bに示したが、agpl1/3は agpl1 よりもさらに開帳した草型を示していた。 
 
4-3-6. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体の糖・デンプン濃度 
 OsAGPL1 と OsAGPL3 の二重欠損がイネの糖・デンプン代謝に及ぼす影響を検討するため、出
穂期のイネの様々な部位における糖・デンプン濃度を測定した。まず葉身においては、agpl1/3 で
は agpl3 と同様に AGP 活性とデンプン濃度が低くなっており、可溶性糖濃度は WT と差がなかっ
た（図 4-9A, D, G）。次に葉鞘と稈においては、agpl1/3のAGP活性とデンプン濃度はWTや agpl3
より有意に低く、可溶性糖濃度は有意に高かった（図 4-9B, C, E, F, H, I）。agpl1/3 と agpl1のデン
プン濃度を比較すると、多重比較による有意差は認められないものの、agpl1/3 は agpl1 の半分以
下となっていた（葉鞘：agpl1; 3.89 ± 0.89 mg gFW-1, agpl1/3; 1.21 ± 0.11 mg gFW-1、稈：agpl1; 
2.35 ± 0.25 mg gFW
-1
, agpl1/3; 1.03 ± 0.06 mg gFW
-1）。次に葉枕においては、葉鞘や稈と同様の
傾向が見られ、agpl1/3のAGP活性とデンプン濃度はWTや agpl3より有意に低く、可溶性糖濃度
は有意に高かった（図4-10A, C, E）。同様にagpl1/3とagpl1のデンプン濃度を比較すると、agpl1/3
は agpl1の 4割以上低かった（agpl1; 1.03 ± 0.04 mg gFW-1, agpl1/3; 0.58 ± 0.09 mg gFW-1）。一方、
 重力応答器官の一つであるラミナジョイント（Maeda, 1960）においては、AGP 活性とデンプン濃度
ともにWT より低い系統はなかった（図 4-10B, D, F）。 
 
4-3-7. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体の重力応答性 
 続いて、agpl1/3 の重力応答性を検討するため、3.5 葉期のイネを暗所下で水平に置床し、その
起き上がり程度を観察した。その結果、agpl3 は WT と重力応答性に差が見られなかったにもかか
わらず、agpl1/3は agpl1よりもさらに重力応答性が低下していることが明らかになった（図 4-11）。ま
た屈曲部位にあたる地上部基部におけるデンプン濃度を測定したところ、agpl1/3 は agpl1 よりもさ
らにデンプン濃度が低下しており、agpl1 の半分以下であった（図 4-11J、agpl1; 1.09 ± 0.18 mg 
gFW
-1
, agpl1/3; 0.44 ± 0.11 mg gFW
-1）。 
 
4-3-8. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体の生育および草型 
 agpl1/3 の生育と草型の特性を明らかにするため、水田圃場で栽培したイネを用いて草丈、茎数、
分げつ角度、止葉傾斜角度を測定した。まず草丈に関しては、生育初期（移植後 64 日まで）は
agpl1/3は他の 3系統より有意に低かったが、その後は系統間差が認められなかった（図 4-12A）。
一方茎数に関しては、agpl1 は生育期期間を通して、WT と agpl3 より多い傾向にあり、agpl1/3 は
agpl1 よりもさらに多かった（図 4-12B）。 
 続いて、分げつ角度と止葉傾斜角度の測定結果を図 4-13 に示した。分げつ角度については、
agpl1はWT と agpl3 よりも生育期間を通して大きい傾向にあった（図 4-13A）。agpl1/3は測定した
全ての生育期間においてagpl1よりもさらに大きかった。止葉傾斜角度は、移植後76日（止葉抽出
期）と 92 日（穂揃い期）の二回測定したが、いずれも有意な系統間差は認められなかった（図
4-13B）。 
 
 
 4-3-9. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体における個葉光合成速度と群落受光態勢 
 OsAGPL1 と OsAGPL3 の二重欠損がイネのソース能に与える影響を明らかにするため、個葉の
光合成速度と群落の受光態勢を評価した。まず個葉の光合成速度は、穂揃い期のイネの止葉を
用いて、大気 CO2条件下（390 μmol mol
-1）で十分な光（PPFD 1500μmol m-1s-1）を照射して測定し
た。その結果、光合成速度と気孔伝導度に系統間差は認められなかった（図 4-14）。 
 群落の受光態勢はプラントキャノピーアナライザーを用いて行い、群落受光率、葉面積指数、平
均葉群傾斜角を算出した。その結果、移植後 92 日（穂揃い期）ではいずれの値も agpl1/3 は WT
と agpl3 より有意に大きく、agpl1 はそれらの値の中間の値を示した（図 4-15）。移植後 55 日や 76
日では有意な差は認められなかったものの、移植後 92日と同様の傾向を示した。 
 
4-3-10. OsAGPL1および OsAGPL3二重変異体における乾物生産能力と収量 
 次に OsAGPL1 および OsAGPL3 二重変異体における乾物生産能力と収量性を明らかにするた
め、登熟期における地上部乾物重の推移と収量および収量構成要素を測定した。まず乾物重に
関しては、登熟中期（出穂後18日）まではいずれの部位でもWTと比較して有意な差が認められる
系統はなかった（図 4-16A, B）。収穫期においては、稈・葉鞘と穂の乾物重の低下により、agpl1 と
agpl1/3では地上部乾物重がWT と比較して有意に低下していた（図 4-16C）。 
 収量および収量構成要素に関しては、穂数は agpl1と agpl1/3ではWTや agpl3と比較して有意
に多くなっていたが、登熟歩合や千粒重には低い傾向が見られたため、結果として収量に有意な
系統間差は見られなかった（表 4-3）。 
 
  
 4-4. 考察 
 
4-4-1. 茎部におけるデンプン蓄積と分げつ角度および重力応答性の関係性 
 一般に広く受け入れられている「デンプン平衡石仮説」によると（宮本, 2011; Hashiguchi et al., 
2013）、デンプン粒が蓄積したアミロプラストがその重みにより重力方向に沈降することで、植物は
重力刺激の方向を感受する。アミロプラストの沈降は小胞体への接触または細胞骨格への関与を
介して、何らかの化学的シグナル（pH 変化、イノシトー-1,4,5-3 リン酸、Ca2+イオンなど）へ変換され、
最終的にオーキシンに濃度勾配が生じる。このオーキシンの濃度勾配により偏差成長が生じ、重
力刺激に応じた方向に根や茎が屈曲する。そのため、アミロプラストにおけるデンプンの蓄積は、
植物が重力刺激を感受する上で、非常に重要な役割を担っていると考えることができる。実際、シ
ロイヌナズナの茎部低デンプン変異体では重力応答性が低下することが報告さている（Weise and 
Kiss, 1999; Tanimoto et al., 2008）。 
本研究により、茎部のデンプン濃度が著しく低下したイネの変異体である agpl1 では分げつ角度
が生育期間を通して野生型系統（WTL1）より大きくなっていることが明らかになった（図 4-1）。さら
に agpl1 では茎部の重力応答性が低下しており、茎部における重力応答器官である葉枕や地上
部基部における AGP 活性とデンプン濃度が低下していた（図 4-3C, 4）。これらの現象は野生型
OsAGPL1の agpl1への導入により見られなくなった。またWTL1では、水平置床処理中の地上部
基部において、デンプン粒が蓄積したアミロプラストが一方向（おそらく重力方向）に偏っていること
が観察されたが、agpl1 ではデンプン粒が蓄積したアミロプラストを見つけることができなかった（図
4-4K）。さらに本研究で調べた限りでは、agpl1 では分げつ角度や重力応答性に関わる遺伝子の
発現量に大きな変化は生じていないことから、デンプン濃度の低下による糖・デンプン代謝の変化
が、OsAGPL1 以外の分げつ角度関連遺伝子の発現に直接影響を及ぼし、分げつ角度を増大さ
せた可能性も低い（図 4-5, 6, 7）。また葉身傾斜角度は agpl1で変化していなかったことから（4-2C, 
13B）、葉枕と同じく重力応答器官でありながら、デンプン濃度が低下していなかったラミナジョイン
 トでは、重力応答性が低下していないと考えることができる（4-10D）。以上の結果と、前述の「デン
プン平衡石仮説」を考慮にいれると、agpl1では、OsAGPL1の欠損が、葉枕におけるデンプン濃度
の低下をもたらし、これによりアミロプラストの平衡石としての機能が低下し、重力応答性が低下し
たことで、分げつ角度が大きく開帳した草型を示したと結論付けることができる。 
さらに本研究により、agpl1/3は agpl1よりさらに分げつ角度が大きく開帳した草型を有していること
が明らかになった（図 4-8B, 13A）。agpl1/3は agpl1より茎数も多く（図 4-12B）、分げつ角度の測定
を行った最も外側の有効分げつの着生位置も異なることが予想されるため、このことが agpl1/3 に
おいてさらに分げつ角度が大きくなった可能性も考えられた。しかし、分げつがまだ一本も発生し
ていない 3.5 葉期のイネを用いた重力応答性試験において、agpl1/3 は agpl1 よりさらに重力応答
性が低下していた（図 4-11）。したがって、agpl1/3 は分げつの発生位置に関わらず重力応答性が
agpl1 より低下しており、このことが分げつ角度がさらに増大した原因だと考えられる。続いて、重力
応答性がさらに低下した原因を考えると、葉枕や地上部基部においてデンプン濃度がさらに低下
していたことが挙げられる（図 4-10C, 11J）。すなわち葉枕におけるデンプン濃度のさらなる低下が、
agpl1/3の分げつ角度を agpl1よりさらに大きくしたと結論付けられ、このことはイネの分げつ角度は、
葉枕におけるデンプン蓄積量により量的に制御され得ることを示唆している。 
 
4-4-2. 分げつ角度の増大がイネの受光態勢と乾物生産に及ぼす影響 
agpl1とagpl1/3は収穫期において地上部乾物重が有意に低下していた（図4-16）。この傾向は出
穂期では認められなかったが、agpl1に関してはより遺伝的背景が近いWTL1と複数年にわたって
比較した場合は出穂期においてもわずかに低下していた（図 2-3D、表 2-5）。このように、agpl1 や
agpl1/3 では乾物生産能力が低下する傾向が認められたが、その差はわずかであり、単年の調査
で収量に有意な差が出るほどではなかった（表 4-3）。本章の実験は通常の栽培条件下で行い、ま
た単年の試験しか行っていないため、この結果は第二章や第三章の結果とは矛盾しない。しかし、
agpl1よりも分げつ角度がさら大きく開帳している agpl1/3においても地上部乾物重や収量が agpl1
 と同程度であり、結果として WT との差があまり大きくなかったことは予想に反するものであった（図
4-13A, 16、表 4-3）。というのも、開帳した草型は群落の受光態勢を悪化させると一般に考えられて
いるため（Yang and Hwa, 2008）、もし agpl1における乾物生産能力の低下が分げつ角度の増大に
よるものであったら、agpl1/3におけるその影響はより大きくなると予想されるからである。 
 しかしながら、イネの分げつ角度と受光態勢、および乾物生産能力の関連性を実証した研究成
果は著者が知る限りでは報告されていない。一方で、分げつ角度と並んで草型の開帳程度を決定
する葉身傾斜角度に関してはいくつかの報告がなされている。例えば、ブラシノステロイドの欠損
により葉身が直立したイネ変異体（osdwarf4-1）の収量性を水田圃場で解析した研究では、密植条
件下（44.2 株 m-2）においては葉の直立化により収量の増加が認められたが、標準的な栽培条件
下（栽植密度 22.1 株 m-2、窒素施肥量 6 g m-2）では収量はむしろ低下していた（Sakamoto et al., 
2006）。さらに、様々な草型を有したイネ群落の三次元モデルを構築し、群落の光合成速度をコン
ピューター上で推定した研究では、極端に大きな葉面積指数（7.68）では葉が直立するほど群落の
光合成速度は高くなるが、比較的小さい葉面積指数（4.80）では葉身が直立するほど低くなるとの
計算結果が出ている（Song et al., 2013）。 これらの研究成果は、葉身の直立化は必ずしもイネの
光合成能力を増加させるわけではなく、栽植密度や葉面積指数などの条件によってその影響は異
なることを示唆している。 
 本章では、茎部のデンプン蓄積量の低下により分げつ角度が増大したイネを用いて、その受光
態勢と乾物生産能力を調査した。まず光合成速度の測定結果から、葉や茎部のデンプン濃度の
低下が個葉の光合成能力へ及ぼす影響はほとんどないことが明らかになった（図 4-14）。次にプラ
ントキャノピーアナライザーを用いた受光態勢の評価の結果を見てみると、agpl1/3 では、群落の受
光率が野生型系統よりも有意に大きく、agpl1 はそれらの中間の値を示した（図 4-15A）。agpl1 と
agpl1/3 で受光率が増大した原因を葉面積指数と（鉛直方向からの）平均葉群傾斜角に求めてみ
ると、どちらの値も受光率と同様の傾向にあり、両者に原因があることが示唆された（図 4-15B, C）。
agpl1 と agpl1/3 で平均葉群傾斜角が大きくなったのは、葉身傾斜角度は野生型と変わらないこと
 から分げつ角度が増大したことにあると考えられる（図 4-13）。一方、有意差は認められないものの
agpl1において葉面積指数が増加傾向にあることは第一章において葉面積計を用いて測定した結
果と一致し（表 1-4）、これは茎数の増大による総葉数の増加が原因の一つだと考えられる。しかし
ながら、プラントキャノピーアナライザーを用いた葉面積指数の測定は、正確には茎部を含んだ植
物体の面積指数であり（Wells and Norman, 1991）、これは葉群傾斜角が水平に近づくほど、過大
評価されるとの報告もある（丸山ら, 2005）。そのため、agpl1 と agpl1/3 の群落構造をより正確に測
定するためには層別刈り取り法による葉面積指数と群落吸光係数の実測が必要となる。しかしなが
ら、本研究の結果は、agpl1 と agpl1/3 における分げつ角度の増大は平均葉群傾斜角に影響を与
えていることを強く示唆しており、両変異体、特に agpl1/3 の分げつ角度の増大は群落の受光態勢
に影響を与えるほど十分に大きいと言うことができる。 
 このように agpl1/3 の分げつ角度の増大程度は群落の受光態勢に影響を与えるほど十分大きか
ったにも関わらず、その乾物重や収量は野生型系統と大きな差がなかった（図 4-16, 表 4-3）。すな
わち、分げつ角度は開帳すればするほど受光態勢が悪化するというものではなく、本研究のように
乾物生産能力があまり低下しないこともあり得ることが明らかになった。この結果は、標準の栽植密
度（22.1 株 m-2）で栽培した結果であり、かつ葉面積指数の測定結果がいずれも 3.68 以下と決し
て大きくないため、葉身傾斜角度に着目した Sakamoto et al.（2006）や Song et al.（2013）の研究結
果とも一致する。以上をまとめると葉身傾斜角度や分げつ角度によって決定される草型の開帳程
度は、直立すればするほど受光態勢が改善するというものではなく、栽培条件や植物体の状態に
よって適切な開帳程度が存在するということを示唆している。このことを証明するためには、agpl1/3
では分げつ角度のみならず、葉身と茎部におけるデンプン濃度や分げつ数も野生型系統と異なっ
てしまうため、分げつ角度のみが異なるイネの変異体等を用いて、その乾物生産能力を測定する
必要がある。しかしながら本研究の結果は、イネの草型と受光態勢および乾物生産能力に関する
既存の知見に対して一石を投じたものと言え、受光態勢の改善によるイネの生産能力の増大を目
指す上での有益な知見が得られたと言える。  
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図4-1. agpl1の移植後42日の草型（A）と分げつ角度の推移
（B）（2013年）。データは平均値と標準誤差を示す（n=16）。**
および*はt検定において1%または5%水準で有意差があるこ
とを示す。↓は出穂期を示す。
表 4-1. 第四章におけるリアルタイム逆転写 PCRに用いたプライマーの配列 
遺伝子名 Gene codea (Acc. Nob) プライマー配列(5′–3′) 
LAZY1  Os11g0490600 
(AK067664) 
L: ACGGTGACGAAGAGCAAGTT  
R: AGGAGTGTGTTCTCGGGGTA 
LPA1 
 
Os03g0237250 
(CT837698) 
L: TGGCACCCCTATCCCACTAA  
R: AGCTACCACCACAAGAGGCT 
PIN1 
 
Os02g0743400 
(AF056027) 
L: CCTTGCCTATCACCCTCGTC  
R: ACATGGCTGGTTGTCAGGAG 
PIN2  Os06g0660200 
(AK101191) 
L: AAGACCGTTGCGACATTTGC  
R: AGTACTCCCCTGAGCCCAAT 
TAC1  Os09g0529300 
(AK066042) 
L: CACCATCAATGAGAACAAGGGT  
R: GCACGCAGAGAGTCTTCCTT 
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図4-2. agpl1とその相補系統の出穂期の草型（A）と分げつ角度（B）、および止葉
傾斜角度（B）。データは平均値と標準誤差を示す（n=5）。異なるアルファベット
はR-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意
差がないことを示す。
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図4-3. agpl1とその相補系統の出穂期の葉枕（A）におけるAGP活性（B）とデンプン
濃度（C）、および可溶性糖濃度（C）。外側の有効分げつの止葉の二枚下の葉の葉
枕を測定に用いた。データは平均値と標準誤差を示す（n=5）。異なるアルファベット
はR-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示す。
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図4-4. agpl1とその相補系統の重力応答性試験。（A-D）水平置床処理開始日。（E-H）処理5日後。（I）屈
曲角度の推移。（J）処理開始前の地上部基部におけるデンプン濃度。（K）処理開始17時間後の地上部
基部における横断切片。データは平均値と標準誤差を示す（n=5(I), n=8(J)）。異なるアルファベットはR-E-
G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示す。↓はヨード染色による染色が見られたアミロ
プラストを、VBは維管束を示す。
表 4-2. mRNAの測定を行った分げつ角度に関わる遺伝子の詳細 
遺伝子名 
変異体または遺伝子組み換
え体での表現型 
翻訳産物の機能 文献 
LAZY1 欠損変異体で分げつ角度
の著しい増大 
オーキシンの極性輸送に関わ
る機能未知のタンパク質 
Abe and Suge, 1993; Li et al., 
2007; Yoshihara and Iino, 2007 
LPA1
 欠損変異体で分げつ角度
の増大 
アミロプラストの沈降速度に関
わる転写因子 
Wu et al., 2013 
PIN1
 発現抑制体で分げつ角度
の増大 
オーキシン排出輸送体 Xu et al., 2005 
PIN2 過剰発現体で分げつ角度
の増大 
オーキシン排出輸送体 Chen et al., 2012 
TAC1 過剰発現体で分げつ角度
の増大 
機能未知のタンパク質 Yu et al., 2007 
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図4-5. 止葉抽出期における葉枕のmRNA。内部標準としてユビキチン遺伝子（RUBIQ1）を用い
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図4-7. 水平処理開始から72時間後までのmRNAの推移。内部標準としてユビキチン遺伝子
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*
*
**
*
WT   agpl1 agpl3 agpl1/3
OsAGPL1
OsAGPL3
(A)
689 bp
510 bp
855 bp
621 bp
(B)
WT            agpl1          agpl3          agpl1/3
図4-8. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異系統確立のため
のPCRの結果例（A）と出穂期における草型。agpl1の写
真は図4-2Aと同一である。
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図4-9. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異系統の 出穂期におけるAGP活性（A-C）、デンプン濃度（D-F）および可溶
性糖濃度（G-I）（2013年）。（A, D, G）葉身：主茎の止葉。（B, E, H）葉鞘：止葉一枚下の葉。（C, F, I）稈：穂首の
一つ下の節間。データは平均値と標準誤差を示す（n=4、 G-Iの標準誤差は可溶性糖濃度和の標準誤差を示し
た。 ）。異なるアルファベットはR-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意差が
ないことを示す。
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図4-10. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異系統の 出穂期におけるAGP活性（A, B）、デンプン濃度（C, D）および可
溶性糖濃度（E, F）（2013年）。（A, C, E）葉枕：外側の有効分げつの止葉の二枚下の葉。（B, D, F）ラミナジョイン
ト：外側の有効分げつの止葉。（C, F, I）稈：穂首の一つ下の節間。データは平均値と標準誤差を示す（n=4、E, F
の標準誤差は可溶性糖濃度和の標準誤差を示した。）。異なるアルファベットはR-E-G-Wの多重比較において、
5%水準で有意であることを示し、n.s.は有意差がないことを示す。
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図4-11. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異系統の重力応答性試験。（A-D）水平置床処理開始日。（E-H）処理5
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図4-12. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異系統の草丈（A）および茎数（B）（2013年）。
データは平均値と標準誤差を示す（n=12）。異なるアルファベットはR-E-G-Wの
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（B）（2013年）。データは平均値と標準誤差を示す（n=12）。異なるアルファベット
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表 4-3. OsAGPL1/OsAGPL3二重変異体の収量および収量構成要素（2013年） 
系統 
穂数 
 (株-1) 
一穂籾数 
総穎果数 
（株-1） 
登熟歩合 
(%) 
千粒重 
 (g) 
収量 
（g m-2） 
WT 10.9 ± 0.4b 76.9 ± 2.9ab 840 ± 51a 70.8 ± 3.2b 27.5 ± 0.2ab 363 ± 27a 
agpl1 12.3 ± 0.4a 77.4 ± 2.2ab 958 ± 47a 66.8 ± 1.9b 25.9 ± 0.2c   370 ± 24a 
agpl3  9.9 ± 0.4b 85.7 ± 2.9a   843 ± 28a 82.1 ± 1.8a 27.9 ± 0.2a   429 ± 18a 
agpl1/3 12.2 ± 0.3a 72.6 ± 3.7b   880 ± 36a 63.2 ± 3.9b 27.0 ± 0.2b   336 ± 28a 
異なるアルファベットは R-E-G-Wの多重比較において、5%水準で有意であることを示す。 
 
 終章 総合考察 
 
 
1. イネの AGP遺伝子の生理的分業 
本研究では、デンプン合成における鍵酵素である AGP をコードする遺伝子 OsAGPL1 または
OsAGPL3を欠損したイネ変異体（agpl1、agpl3）を用いて、イネの茎葉部における生産生理学的意
義を明らかにすることを目的とした。第一章において、幼苗期と出穂期における両変異体の様々な
部位における糖・デンプン濃度を測定した結果、agpl1 では稈と葉鞘、agpl3 では葉身においての
みデンプン濃度が低下していた。Cook et al.（2012）や Rösti et al.（2007）による agpl1 と agpl3を解
析した先行研究の結果も考慮に入れると、OsAGPL1 はイネの茎部（稈・葉鞘）と胚特異的に、
OsAGPL3は葉身特異的に機能していると言える。また OsAGPL2 を欠損した変異体は極めて特異
的に胚乳でデンプン濃度が低下することも明らかになっている（Lee et al., 2007）。したがって、
OsAGPL4についてはまだその変異体の報告がなされてないものの、他の 3つ AGPの大サブユニ
ットをコードする遺伝子に関しては非常に明確な生理的分業がなされていると言える。しかし、
agpl3 の稈や葉鞘においては、デンプン濃度は野生型と変わらないものの、AGP 活性は低下して
いた。また第四章の OsAGPL1 と OsAGPL3 の二重変異体（agpl1/3）の解析では、agpl1/3 では
agpl1 よりもさらにデンプン濃度が低下していた。このことは、野生型系統の茎部においては
OsAGPL1 に加えて OsAGPL3 タンパク質も存在し、一定の役割は果たすものの、OsAGPL1 が支
配的に働いていることを示唆している。 
 
2. イネの茎葉部におけるデンプン蓄積の生産生理学的意義 
前節で述べたとおり、イネの AGP の大サブユニットをコードする遺伝子は部位特異的に明確な
分業を行っている。そのため、agpl1は茎部のデンプン蓄積量が低下した変異体として、agpl3は葉
身のデンプン蓄積量が低下した変異体とみなすことができる。そこで第二章においては、agpl1 を
 用いた実験により、イネの茎部におけるデンプン蓄積の生理的意義を明らかにしようとした。その結
果、agpl1 における収量の低下程度は、遮光処理により大きくなった。このことは、NSC として出穂
前に茎部に蓄積するデンプンは、寡照などの不良条件下における十分な登熟に必要不可欠であ
ることを示している。 
 加えて、第一章の結果により、agpl1 は分げつ数が多くなり、第四章の結果により分げつ角度が
開帳することが明らかになるなど、茎部におけるデンプン濃度の低下はイネの草型の改変をもたら
すことが明らかになった。分げつ数は収量構成要素の一つであり、その増大はイネの収量を増加
させる可能性を持っているが、agpl1 ではその分一穂籾数や登熟歩合、千粒重など他の収量構成
要素が低下したため、分げつ数増大の収量への影響はほとんどなかった。また分げつ角度の開帳
は、agpl1 においても受光態勢に影響を及ぼすことで、乾物生産能力にも影響を与えるようであっ
たが、その影響は収量を大きく減少させるほどではなかった。agpl1 よりもさらに分げつ角度が開帳
した agpl1/3 についても同様のことが言え、直立した草型を理想的とする従来までのイネの草型に
関する考えに一石を投じる形となった。 
 また第三章における agpl3 の解析では、イネの葉身におけるデンプン蓄積の生産生理学的意義
を明らかにすることを目的とした。イネでは日中の光合成により固定した炭素をデンプンよりもショ
糖の形で多く蓄積し、葉身におけるデンプン合成が抑制されてもその分ショ糖が増加し、日没まで
に蓄積する NSC の量に影響はなかった。そのため、夜間に利用可能な炭水化物の量は agpl3 に
おいても野生型と変わらず、このことがデンプン葉を持つシロイヌナズナや Nicotiana sylvestris の
低デンプン変異体と異なり（Caspar et al., 1985; Lin et al., 1988; Huber and Hanson, 1992; Ragel et 
al., 2013）、短日条件下においても生育遅延が生じない理由であると考えられた。このことは、糖葉
であるイネの葉身ではデンプンを炭水化物の一時的貯蔵としてほとんど利用していないことを意味
している。しかし、光環境が非常に良い時に限り収量や地上部乾物重が低下したことから、葉身に
おけるデンプン合成の抑制はソース能を抑制させ得ることが示唆された。このことは、増加したショ
糖濃度による光合成のフィードバック阻害と深い関わりがあるようだが、これを明確に証明すること
 は本研究ではできなかった。しかし、agpl3 において強光下で高いショ糖濃度によるフィードバック
阻害が生じているとすれば、この条件下ではショ糖の転流が光合成の律速段階になっていると言
える。そのため、遺伝子発現解析やメタボローム解析などを含めた様々な観点から agpl3 の解析を
行うことにより、光合成のフィードバック阻害発生機構に加えて、転流の制御機構の解明にも繋が
る可能性がある。同様に agpl1は茎部において、agpl1/3は茎部と葉身両方においてショ糖濃度が
高まった変異体と解釈することもでき、これらの変異体を用いることで、イネの栄養器官におけるシ
ョ糖への応答機構を明らかにできるかもしれない。 
 
3. イネの茎部のデンプン蓄積量と分げつ数の関連性 
前節で述べた通り、イネの茎部におけるデンプン蓄積量の低下は分げつ数を増大させ、分げつ
角度を開帳させるなど、イネの草型の改変をもたらすことが明らかになった。分げつ角度の開帳に
ついては、茎部、特にイネ科植物の重力応答部位である葉枕におけるデンプン濃度の低下が、ア
ミロプラストの沈降性に異常をもたらし、その結果もたらされる茎部重力応答性の低下が原因である
ことが強く示唆された。しかし一方で、分げつ数が多くなった原因は本研究では明確に示すことが
できなかった。そこで本節では、得られた結果から考えられる二つの仮説について考察する。 
一つ目はデンプンの減少により増加したショ糖がシグナルとなり、分げつ発生に関わる遺伝子が
応答し、分げつ数が増大したというものである。ショ糖を含む可溶性糖類は植物にとってエネルギ
ー源となるとともに、その生育を左右する極めて重要な制御因子として働いていると考えられており、
近年その複雑な制御機構の一端が明らかになりつつある（Lastrager et al., 2014）。例えば、シロイ
ヌナズナの栄養成長期における相転換にはmiRNA156を介した糖シグナルが（Yang et al. 2013）、
花成の制御ではトレハロース-6-リン酸を介した糖シグナルが重要な役割を担っている（Wahl et al., 
2013）。イネの分げつ発生に関しては、糖シグナルとの関わりが明確に示された例は現在までのと
ころ見当たらないが、細胞質型フルクトース-1,6-ビスホスファターゼ（fructose-1, 6-bisphosphatase, 
FBPase）をコードする遺伝子を欠損したイネの変異体や、節間伸長に関わるコムギの変異体では
 分げつ数が減少する（Kebrom et al., 2012; Koumoto et al., 2013）。これらの変異体ではショ糖応答
性遺伝子の発現量が低下していることから、ショ糖の不足が分げつ数減少の原因だと考えられて
いる。そのため、イネ科植物における分げつ発生が糖シグナルによって制御されている可能性は
十分にあり、agpl1 は上述の変異体とは逆に、デンプン合成の抑制により増加したショ糖がシグナ
ルとなり、分げつ数が増大したと考えることができる。しかしながら第四章において、agpl1/3 では
agpl1よりもさらに分げつ数が多いことが明らかになった。agpl1/3は agpl1よりも稈と葉鞘のショ糖濃
度がさらに高い傾向にあるが、その差は僅かであった。この差が意味のある差であるかどうかを明
らかにするためには、休眠中の腋芽の糖濃度や糖シグナル関連因子に着目したさらに詳細な実
験が必要となり、本研究においては明確な結論を得ることはできなかった。 
agpl1 や agpl1/3 において分げつ数が増大したもう一つの仮説として考えられるのは、分げつ角
度の開帳による茎部基部の受光態勢の改変が分げつを増大させたというものである。植物の葉は
紫外光（波長 280–400 nm）から光合成有効放射（波長 400–700 nm）の範囲の光はよく吸収するが、
遠赤外光（波長 700–800 nm）やそれより波長が長い光は透過するか反射する。そのため、植物は
赤色光と遠赤外光の比（R/FR 比）を葉の重なり具合を示す指標（葉が重なるほど R/FR 比が小さく
なる）として感受し、R/FR 比の変化に応じて茎の伸長や葉の老化促進などの様々な応答反応を示
す（Casal, 2013）。実際、シロイヌナズナでは低いR/FR比により腋芽の伸長が抑制され分枝数が減
少するが、これにはフィトクロム B による光の受容が関わっていることが明らかになっている
（Finlayson et al., 2010）。イネ科植物の分げつ発生に関しても高い R/FR比下で栽培すると分げつ
数が増大することがコムギを用いた実験によって明らかになっている（Toyota et al., 2014）。したが
ってイネにおいても高い R/FR 比は分げつ数を増大させるものと推定することができる。agpl1 や
agpl1/3 では穂揃い期の群落受光率が野生型系統より大きくなっていたため、分げつ角度の開帳
は葉の重なり程度を増加させていると言える。そのため agpl1や agpl1/3の群落全体の R/FR 比は
低くなっていると考えられる。しかし、分げつ発生部位である茎部基部付近に関しては、直立して
分げつ茎同士が接近した草型よりも、開帳して分げつ茎と分げつ茎の間に隙間がある草型の方が、
 光の透過率が高く、R/FR 比が高くなっている可能性が高い。イネにおける分げつ発生の制御がど
の部位で感受した R/FR 比によって制御されているかは明らかになっていないため、この考えは仮
説の域をでないが、もし正しければ agpl1/3では agpl1よりも分げつ角度が有意に大きく、分げつ数
が多くなったことの説明は付く。ショ糖により分げつ数が増加したとする仮説と同様に、この仮説を
証明するためには agpl1や agpl1/3以外の分げつ角度に関わる変異体や、フィトクロム Bに関する
変異体を用いるなどの更なる実験が必要であるが、本研究で明らかになった茎部のデンプン蓄積
と分げつ数の関連性の存在は、イネ科作物の分げつ発生の制御機構の解明に向けた有益な知見
を示したと言える。 
 
4. OsAGPL1欠損変異を用いた高糖性イネ作出の可能性 
 イネを WCS やバイオエタノール原料などとして利用する際は茎部の糖濃度が高い方が望ましい
ため（服部ら, 1993; Park et al., 2009; de Souza et al., 2014）、茎部に糖を多量に蓄積する高糖性イ
ネの作出が求められている。トウモロコシの胚乳で発現する AGP 遺伝子の変異は糖濃度を増加さ
せスイートコーンの育種にも利用されているため（Bhave et al., 1990）、本研究における OsAGPL1
の欠損も茎葉部の糖濃度を大幅に増加させることが期待された。実際、収穫期の茎部における
agpl1 の可溶性糖濃度は野生型より高くなっていた。しかしデンプン濃度の減少量から期待される
ほどショ糖濃度は増加しておらず、その値は乾物あたりで 2–7%程度に留まっていた。これは 10%
以上の可溶性糖を蓄積する既存の WCS 用イネ品種「たちすずか」を超えることはできておらず
（Matsushita et al., 2011）、十分な増加だとは言い難い。そこで以下では agpl1が持つOsAGPL1欠
損変異を利用した、「たちすずか」を超える高糖性イネ作出の可能性について考察する。 
 まず agpl1 において可溶性糖の増加が期待したほど大きくなかった原因について考察する。
agpl1 ではデンプン減少量に対してショ糖の増加が少なくなっており、これにより NSC 含量が低下
していた。この NSC 含量の低下が乾物重の低下をもたらしているかどうかは、乾物重の年次間の
ばらつきが NSC 含量のそれと比較して大きかったため、定かにすることはできない。しかし、もし
 NSC 含量の低下が乾物重の低下をもたらしていない場合、デンプン合成の抑制により生じた余剰
炭水化物の一部はショ糖合成以外の何かに利用されたと考えることが妥当である。agpl1 では分げ
つ数が多いため、その一つとして考えられるのが分げつ発生である。だとすると agpl1 の分げつ発
生を何らかの方法で抑えることができれば、さらにショ糖濃度は高まると考えられる。実際、スウィー
トソルガムとグレインソルガムの交配により作成した組換え近交系を用いた解析では、搾汁液の糖
濃度と個体あたりの分げつ数に有意な負の相関が認められている（Shiringani et al., 2010）。そのた
め、例えば比較的分げつ数が少ない飼料用品種「リーフスター」（Ookawa et al., 2010）などの品種
へ agpl1が持つOsAGPL1欠損遺伝子を導入することで、高糖性のイネを作出することが可能であ
るかもしれない。また前述の「たちすずか」も非繊維性炭水化物が高いことから、可溶性糖に加えて
デンプンも多く蓄積していると考えられるため（Matsushita et al., 2011）、たちすずかへの OsAGPL1
欠損遺伝子の導入も有用かもしれない。このように原品種が日本晴の変異体である agpl1自体は、
バイオマスも小さく飼料イネに向いているとは言い難いが、それが持つ変異遺伝子の利用により
WCSに適した新品種の作出に繋がることが期待される。 
 
5. 結論 
本研究により、イネの茎部におけるデンプン蓄積は、不良条件下における登熟に利用される炭
水化物の予備的な蓄積としての機能に加えて、分げつの数や角度などの草型を制御する上でも
重要な役割を担っていることが明らかになった。また葉身におけるデンプン蓄積は光合成のフィー
ドバック阻害抑制機構として、イネの光合成能力を増大させる上で重要な役割を担っていることが
示唆された。さらに本研究により、茎部におけるデンプン合成関連遺伝子の欠損により、イネの茎
部における糖・デンプン蓄積量の人為的改変が可能なことが明らかになった。以上のように本研究
において、イネの茎葉部におけるデンプン蓄積の生産生理学的意義の一端が明らかにされ、実際
の農業現場において役立つ飼料用あるいはバイオエタノール用の品種育成に繋がる知見が得ら
れた。  
 摘要 
 
 
イネにの茎葉部における糖・デンプン代謝機構の解明は、イネの多収化や飼料等の多用途利
用を目指す上での有益な知見を与え得る。そこで本研究ではデンプン合成経路の鍵酵素として知
られている ADPグルコースピロホスホリラーゼ(ADP-glucose pyrophosphorylase, AGP）の大サブユ
ニットをコードする遺伝子である OsAGPL1 と OsAGPL3 が Tos17 レトロトランスポゾンの挿入によっ
て破壊された突然変異系統（agpl1、agpl3）の解析を通して、イネにおける茎葉部の糖・デンプン蓄
積機構やその生産生理学的意義を明らかにし、延いてはイネの多収化育種や茎葉部の糖蓄積含
量増大に繋がる知見を得ることを目的とした。以下に本研究により得られた成果の概略を示す。 
 
 
第一章 OsAGPL1欠損変異体と OsAGPL3欠損変異体の糖・デンプン蓄積特性と生育 
 
 本章では、agpl1 と agpl3 の糖・デンプン蓄積特性と基本的な生育特性の解析を通して、両遺伝
子の生理的分業について考察した。その結果。以下のことが明らかになった。 
 
・agpl1 では野生型系統に比べて、幼苗期の葉鞘と出穂期の稈と葉鞘において著しいデンプン濃
度の低下が認められ、葉身や胚乳ではデンプン濃度の低下は見られなかった。また稈や葉鞘のシ
ョ糖濃度は増加した。 
・agpl3 では野生型系統に比べて、幼苗期と出穂期ともに葉身においてのみデンプン濃度の低下
が認められ、ショ糖濃度に増加傾向が見られた。 
・agpl1 では野生型系統に比べて、草丈が低下し、分げつ数が増加していたが、地上部乾物重に
はほとんど差がなかった。 
 ・agpl3 では野生型系統に比べて、草丈、分げつ数、地上部乾物重のいずれにおいても野生型系
統との間に差がなかった。 
・agpl3 では野生型系統に比べて、草丈、分げつ数、地上部乾物重のいずれにおいても野生型系
統との間に差がなかった。 
 
以上から OsAGPL1 は茎部（稈・葉鞘）、OsAGPL3 は葉身特異的に機能していることが明らかに
なり、また、それぞれの遺伝子の欠損はイネの栄養成長には大きな影響を与えないことが明らかに
なった。 
 
 
第二章 茎部 NSC蓄積量の低下が子実の登熟に及ぼす影響 
 
 出穂期における agpl1 の稈および葉鞘では、デンプン濃度の減少に対し、ショ糖濃度の増加が
小さかったため、NSC濃度は大きく低下した。そこで本章では、agpl1の登熟期におけるNSC含量
の推移と収量の測定を通して、茎部 NSC 蓄積量の低下が子実の登熟に及ぼす影響について考
察した。その結果、以下のことが明らかになった。 
 
・茎部における NSC含量は野生型系統では出穂から登熟中期にかけた減少量（見かけ上の穂へ
のNSC転流量）が遮光処理により大きくなったが、agpl1では処理や時期に関わらず一貫して低か
った。 
・収量は、agpl1 では野生型系統より低くなっていたが、慣行条件で栽培した対照区では 4 ヶ年の
平均で 4%しか低下しなかったのに対し、遮光区では 2 ヶ年の平均で 23%も低下した。 
 
以上から、茎部における NSC の蓄積が寡照条件下における子実の十分な登熟に必要不可欠
 であることが直接的に示された。 
 
第三章 葉身におけるデンプン蓄積の低下が乾物生産に及ぼす影響 
 
 本章では、agpl3の生育や収量、光合成能力の詳細な解析を通して、デンプンよりショ糖を多く蓄
積する糖葉であるイネの葉身におけるデンプン蓄積の生産生理学的意義について考察した。その
結果、以下のことが明らかになった。 
 
・agpl3 の初期生育は長日条件（明期 14 時間、暗期 10 時間）と短日条件（明期 10 時間、暗期 14
時間）どちらの生育条件においても野生型の間に差は見られなかった。 
・agpl3は葉身のデンプン濃度が低下していたが、その分ショ糖濃度が増加しており、明期の終わり
における NSC濃度は野生型系統と差がなかった。 
・agpl3 の収量は野生型系統より低く、その差は、株間引き区（受光量を増大させた区）、対照区、
遮光区（遮光処理を施した区）の順で大きかった。 
  
以上から、糖葉であるイネの葉身におけるデンプン蓄積は夜間における炭素の供給源としてより
むしろ、光合成のフィードバック阻害抑制機構として機能していることが示唆された。 
 
 
第四章 茎部におけるデンプン蓄積量と分げつ角度の関連性 
 
agpl1やOsAGPL1 とOsAGPL3の二重変異体（agpl1/3）では上述の分げつ数の増加に加えて、
わずかに開帳した草型を有しているようであった。そこで本章では、それらの変異体の分げつ角度
（外側の有効分げつが鉛直方向に対して成す角度）と、イネ科植物における茎部重力応答器官で
 ある葉枕（イネでは葉鞘基部にある）におけるデンプン濃度、茎部における重力応答性の測定を通
して、茎部におけるデンプン蓄積量と分げつ角度の関連性について考察した。その結果、以下の
結果が得られた。 
 
・agpl1では野生型系統に比べて、生育期間を通して分げつ角度が大きかった。 
・agpl1では野生型系統に比べて、葉枕におけるデンプン濃度が低く、重力応答性も低かった。 
・agpl1/3 では、agpl1 よりもさらに分げつ角度が増大し、葉枕のデンプン濃度が低下し、重力応答
性も低下した。 
 
以上から、葉枕のデンプン濃度の低下は、重力応答性を低下させ、分げつ角度を開帳させるこ
とが明らかになり、その開帳程度はデンプン濃度の低下程度により大きくなることが明らかになっ
た。 
 
以上、本研究により、イネの茎部におけるデンプン蓄積は、不良条件下における登熟に利用され
る炭水化物の予備的な蓄積としての機能に加えて、分げつの数や角度などの草型を制御する上
でも重要な役割を担っていることが明らかになった。また葉身におけるデンプン蓄積は光合成のフ
ィードバック阻害抑制機構として、イネの光合成能力を増大させる上で重大な役割を担っているこ
とが示唆された。さらに本研究により、茎部におけるデンプン合成関連遺伝子の欠損により、イネの
茎部における糖・デンプン蓄積量の人為的改変が可能なことが明らかになり、新規の飼料用あるい
はバイオエタノール用イネの作出に繋がり得る知見が得られた。 
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